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Escrever o prefácio do livro Genômica nutricional: 
dos fundamentos à nutrição molecular é para mim uma 
imensa alegria, principalmente porque de alguma forma 
tive participação na formação dos seus organizadores, e 
sei da grande potencialidade de cada um. Os estudos de 
genética humana, de expressão gênica, de nutrigenômica, 
de nutrigenética e de epigenética vêm crescendo a todo o 
momento e, com certeza, estão revolucionando o conhe- 
cimento atual, ao demonstrar a importância da relação 
dos nossos genes com a alimentação e seus efeitos na saú- 
de e doença. Este livro, portanto, constitui-se numa peça 
fundamental para que todos aqueles interessados em ob- 
ter esse conhecimento possam ser introduzidos a este de 
forma gradual e, a partir daí, entender melhor detalhes e 
diferenças que muitas vezes os estudos científicos desen- 
volvidos anteriormente não conseguiam obter, ou seja, 
com respostas mais claras e conclusivas! 

Nós somos diferentes, carregamos uma genética her- 
dada que determina a forma como aproveitamos os nu- 
trientes e como a composição das dietas pode influenciar 
as respostas do nosso organismo. Além disso, por meio 
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do conhecimento do genoma, podemos conhecer os fa- 
tores individuais de risco para algumas doenças e, dessa 
forma, interferir para reduzir esse risco ou pelo menos 
para retardar o aparecimento da doença por meio de 
mudanças em nossa alimentação. 

Os temas abordados neste livro — desde os aspectos 
básicos, evoluindo para os de aplicação desses conhe- 
cimentos e avançando para os de maior complexidade, 
relacionados às doenças e perspectivas futuras — de for- 
ma clara e em linguagem perfeitamente compreensível, 
certamente levarão o leitor a se envolver com a genômica 
nutricional e a entender que não podemos mais imaginar 
a nutrição isolada desses conhecimentos. 

Finalizando, fortemente recomendo este livro e 
desde já parabenizo os professores Cristiane, Marcelo e 
Maria Aderuza e seus colaboradores por essa excelente 
contribuição aos alunos de Nutrição, aos nutricionistas 
e a todos os outros estudantes e profissionais da área da 
saúde. 


Silvia Maria Franciscato Cozzolino 


O livro Genômica nutricional: dos fundamentos à 
nutrição molecular é a primeira obra brasileira sobre o 
assunto e engloba, em profundidade, os aspectos mais 
atuais dessa área. O Projeto Genoma Humano, finalizado 
em 2003, foi um marco na história da humanidade e a 
publicação da sequência completa do genoma humano 
promoveu impactos em diversas áreas do conhecimen- 
to, inclusive na nutrição. Além disso, novas tecnologias 
e abordagens científicas resultaram no surgimento das 
ciências ômicas, incluindo a genômica, a transcriptô- 
mica, a proteômica e a metabolômica, as quais podem 
ser aplicadas em pesquisas sobre alimentação e nutrição, 
possibilitando a compreensão, em âmbito molecular, de 
como os nutrientes e compostos bioativos de alimentos 
(CBA) interagem com o material genético. 

Assim, a genômica nutricional é uma ciência recente 
e multidisciplinar, que teve sua visibilidade e importância 
ampliadas nos últimos anos. Conceitualmente, abrange a 
nutrigenômica, a nutrigenética e a epigenômica nutricio- 
nal, as quais se referem à maneira como os nutrientes e os 
genes interagem e como estes se expressam para revelar 
os resultados fenotípicos, incluindo o risco de doenças. 
A nutrigenômica estuda a forma como as interações en- 
tre os componentes da alimentação e o genoma afetam 
o padrão de expressão gênica. A nutrigenética estuda a 
influência da variabilidade genética entre os indivíduos 
na resposta à alimentação e nas diferenças no estado de 
saúde e no risco de doenças. Já a epigenômica nutricional 
estuda mecanismos epigenéticos de regulação da expres- 
são gênica que não resultam em alterações na sequência 
dos nucleotídeos do DNA, bem como a capacidade de 
nutrientes e de CBA de modular tais mecanismos. 

A primeira parte do livro abrange conceitos básicos 
de genética humana, incluindo aspectos históricos, base 
molecular da hereditariedade, padrões de herança gené- 
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tica, princípios básicos da genética de populações e gené- 
tica da população brasileira. Essa parte engloba também 
aspectos relativos à expressão gênica, como estrutura do 
DNA e dos genes, maquinaria de transcrição, principais 
mecanismos envolvidos na regulação da expressão gêni- 
ca, e tradução de proteínas. O objetivo é revisar conceitos 
importantes de genética e de genômica, de forma a facili- 
tar a compreensão dos capítulos seguintes. 

Na segunda parte do livro estão apresentados os 
capítulos que abrangem os fundamentos da nutrigenô- 
mica, da nutrigenética e da epigenômica nutricional. O 
primeiro aborda mecanismos de atuação de nutrientes 
e de CBA na regulação da expressão gênica e a interação 
entre essas substâncias e receptores nucleares. Relata, ain- 
da, a importância da atuação de compostos alimentares 
na expressão gênica e a relação com o balanço entre saú- 
de e doenças, exemplificando a atuação desses compos- 
tos na regulação dos processos inflamatório e de estresse 
oxidativo. O segundo capítulo engloba aspectos básicos 
de nutrigenética e informações sobre o Projeto Genoma 
Humano, o Projeto Hapmap e o Projeto 1000 Genomas. 
Na explanação sobre as principais variações genéticas es- 
tudadas — os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) 
— são exemplificadas as duas abordagens: baseada em 
genes candidatos, incluindo exemplos de SNP nos ge- 
nes da metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHER), da 
apolipoproteína E (apoE) e do fator de necrose tumoral 
alfa (TNF-alfa); e estudos de associação ampla do geno- 
ma (GWAS). No último capítulo estão apresentados os 
fundamentos da epigenética e da nutrição, englobando 
definição e conceitos, organização da cromatina, princi- 
pais mecanismos epigenéticos de regulação da expressão 
gênica (metilação do DNA, modificações em histonas e 
regulação por microRNA), bem como de que forma a 
nutrição influencia esses mecanismos. 


XXIV  Genômica nutricional 


Na terceira parte, encontram-se capítulos relativos ao 
papel de nutrientes e de CBA na regulação da expressão 
gênica. Especificamente, dentre os nutrientes, estão des- 
critos glicose e frutose, glutamina, leucina, ácidos graxos 
(de cadeia curta, poli-insaturados e monoinsaturados), 
vitaminas A e do complexo B, zinco, selênio, ferro e mag- 
nésio. Os polifenóis representam os CBA. São relatados 
aspectos bioquímicos, fisiológicos e de biodisponibilida- 
de dos nutrientes e compostos bioativos, bem como os 
mecanismos envolvidos na modulação da expressão gê- 
nica por essas substâncias, com base em evidências cien- 
tíficas de grande impacto. 

A quarta parte do livro retrata a importância da rela- 
ção entre nutrientes, genômica nutricional e o binômio 
saúde-doença. Estão apresentados os seguintes capítulos: 
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“Inflamação”, “Obesidade”, “Vitamina D e doenças créni- 
cas não transmissíveis”, “Diabete melito tipo 2”, “Doen- 
ças cardiovasculares, com enfoque em dislipidemias e 
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no metabolismo da homocisteína”, “Câncer”, “Vírus da 
imunodeficiência humana” “Intolerância primária à lac- 
tose’, “Intolerância ao glúten”, “Sistemas antioxidantes”, 
“Imprinting e programação metabólica”, “Nutrigenômica 
e exercício físico”, “Influência da genética no desempe- 
nho físico e esportivo” e “Bases biológicas e moleculares 
do envelhecimento”. São relatados aspectos da epide- 
miologia e da fisiopatologia das doenças, bem como as 
associações entre SNP, a doença e aspectos nutricionais. 
Destacam-se, também, as influências de padrões alimen- 
tares ou suplementação nutricional na modulação da ex- 
pressão gênica nas condições em questão. 

A quinta e última parte resume os avanços e as pers- 


pectivas na área de genômica nutricional, incluindo os 
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capítulos “Modelos para estudos de genômica nutricio- 
nal”, “Metabolômica aplicada aos estudos de genômica 
nutricional”, “Métodos para avaliação do consumo ali- 
mentar habitual em estudos de genômica nutricional”, 
“Polimorfismos avaliados em testes de nutrigenética dis- 
poníveis no mercado nacional e sua utilização na prática 
clínica” e “Biotética e testes (nutri)genéticos preditivos”. 

Cada capítulo foi cuidadosamente elaborado para 
atender às necessidades de estudantes de graduação e 
de pós-graduação e daqueles que tenham interesse em 
se aprofundar na área de genômica nutricional. É nosso 
sincero desejo que todo o esforço despendido na elabora- 
ção desta obra se reverta em aprimoramento do conheci- 
mento e difusão do interesse por parte daqueles que bus- 
cam compreender aspectos de nutrição de forma mais 
aprofundada e robusta. 

Por fim, é essencial destacar que a construção desta 
obra teve a colaboração inestimável de renomados pes- 
quisadores brasileiros e estrangeiros da área de genômica 
nutricional. A cada um dos colaboradores registramos a 
nossa sincera gratidão e admiração. 

Ao citar Charles Chaplin: “O assunto mais importan- 
te do mundo pode ser simplificado até ao ponto em que 
todos possam apreciá-lo e compreendê-lo. Isso é — ou 
deveria ser — a mais elevada forma de arte”, desejamos a 
todos excelente leitura e aprendizado! 


Cristiane Cominetti 
Marcelo Macedo Rogero 
Maria Aderuza Horst 


Parte 1 
Da genética à nutrição molecular 


Bases da genética humana 


INTRODUÇÃO 


O sequenciamento completo do genoma humano, 
obtido a partir do Projeto Genoma Humano (PGH), tem 
permitido o estudo mais preciso dos genes e suas fun- 
ções. Estudos realizados a partir dos resultados do PGH 
possibilitam a identificação de variações na sequência de 
nucleotídeos do DNA entre indivíduos, o que permite a 
observação de diferenças nas respostas individuais diante 
de fatores ambientais, como a alimentação. Em conse- 
quência dessas observações, surge a ideia de uma nova 
abordagem na área da saúde, a genômica personalizada. 
Nesta abordagem, é possível utilizar técnicas de altíssima 
eficiência para estudar as variações individuais e, dessa 
forma, obter mapas de predisposições genéticas de um 
individuo.' 

Diante desse cenário, uma ciência relativamente no- 
va vem ganhando cada vez mais força: a genômica nutri- 
cional, que inclui a nutrigenômica, a nutrigenética e a 
epigenômica nutricional. A nutrigenômica estuda como 
nutrientes e compostos bioativos de alimentos modulam 
o padrão de expressão gênica, enquanto a nutrigenética 
estuda os efeitos das variações genéticas em relação aos 
diferentes padrões alimentares.? A epigenômica nutricio- 
nal estuda os mecanismos epigenéticos pelos quais a ex- 
pressão gênica é regulada. Contudo, estes mecanismos 
não acarretam alterações na sequência dos nucleotídeos 
do DNA. Informações mais detalhadas serão abordadas 
nos Capítulos 3 a 5. 

Com base no conhecimento de que o genoma de ca- 
da ser humano é único, com exceção de gêmeos monozi- 
góticos, os estudos de nutrigenética têm como principal 
objetivo a identificação de variações em genes e em ou- 
tros locais do DNA que tenham alguma relação com as 
respostas aos diferentes padrões de alimentação. Dessa 
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forma, os resultados desses estudos poderão ser utiliza- 
dos na reformulação das recomendações de ingestão de 
nutrientes e, consequentemente, na elaboração de planos 
alimentares e modificações de estilo de vida individuali- 
zadas, com informações específicas de acordo com o per- 
fil genético. No entanto, para que haja melhor com- 
preensão da composição genética individual, de como os 
genes são herdados e de como estão distribuídos na po- 
pulação, é importante, em primeiro lugar, conhecer os 
princípios básicos da genética humana, que serão abor- 
dados neste capítulo. 


BREVE HISTÓRICO DA GENÉTICA 


Muito do conhecimento atual sobre a genética de- 
corre de estudos realizados pelo monge austríaco Gregor 
Mendel. Ele realizou experimentos com cruzamentos de 
ervilhas de jardim e publicou seus resultados em 1865 na 
Natural Science Association, em Brunn, na República 
Tcheca. Tais experimentos demonstraram a existência de 
elementos individuais e autorreplicáveis, responsáveis 
pelo aparecimento de características hereditárias. De 
acordo com Mendel, esses elementos eram propagados 
de forma estável de geração em geração, conceito que se 
opunha às ideias preponderantes da época, de que a he- 
rança ocorria por meio de mistura de humores hereditá- 
rios. 

No entanto, o trabalho de Mendel e, consequente- 
mente, os princípios da hereditariedade passaram des- 
percebidos na literatura científica por muitos anos. So- 
mente em 1900, três pesquisadores independentes — Hugo 
de Vries, na Holanda; Carl Correns, na Alemanha; e Erich 
von Tschermak, na Áustria — tiveram acesso e consegui- 
ram compreender a importância dos resultados obtidos 
por Mendel. Dessa forma, as leis de Mendel foram reco- 


4 Genômica nutricional 


nhecidas após 35 anos, por textos publicados no mesmo 
volume da Proceedings of the German Botanical Society, 
onde Vries, Correns e Tschermark descreveram sua re- 
descoberta. 

A partir dessa redescoberta, os anos seguintes foram 
repletos de novas pesquisas de extrema importância para 
a ciência que estava nascendo. Em 1902, Archibald Gar- 
rod descreveu a alcaptonúria, uma doença genética rara, 
como o primeiro exemplo humano de característica 
mendeliana. Em 1903, Willian Sutton, da Universidade 
de Columbia, Theodor Boveri, de Wiirzburg, e Nettie Ste- 
vens, observando o comportamento dos cromossomos 
durante a divisão celular, propuseram, independente- 
mente, que os cromossomos seriam os portadores dos 
elementos herdáveis descritos por Mendel. Foi apenas em 
1906 que o termo específico genética foi cunhado pelo 
biólogo Willian Bateson, que informou no Congresso In- 
ternacional de Botânica que uma nova ciência, ramo da 
fisiologia, estava sendo criada, a genética. Três anos de- 
pois, o botânico dinamarquês Wilhelm Johannsen cunhou 
o termo gene, para designar os fatores hereditários introdu- 
zidos por Mendel.º No mesmo ano, Johannsen introduziu 
dois outros conceitos fundamentais, o de genótipo — con- 
junto estático de genes de um indivíduo — e o de fenótipo 
— conjunto dinâmico de suas características observáveis.! 

Durante as primeiras quatro décadas do século XX, o 
progresso na genética foi constante. No entanto, foi ape- 
nas a partir da década de 1940 que questões como a com- 
posição e a estrutura dos genes foram elucidadas. No ano 
de 1944, Oswald Avery, C. M. MacLeod e M. McCarty, 
por meio de experimentos com bactérias Streptococcus 
pneumoniae, descobriram que a molécula responsável 
pela hereditariedade era o ácido desoxirribonucleico 
(DNA). Tais autores publicaram: “o DNA deve ser consi- 
derado não apenas como estruturalmente importante, 
mas como funcionalmente ativo na determinação das 
atividades bioquímicas e das características específicas 
das células de pneumococos”. Entretanto, foi apenas em 
1952, após o experimento de Alfred Hershey e Martha 
Chase com fago T2, que a maioria dos biólogos foi con- 
vencida de que o material genético era composto por 
DNA: 

Na mesma época, George Beadle e Edward Tatum, ao 
realizarem experimentos com Drosophilas, levantaram a 
primeira sugestão da forma de ação dos genes pela hipó- 
tese um gene — uma enzima. Em 1953, James D. Watson e 
Francis Crick, a partir de experimentos de difração de 
raios X do DNA realizados por Rosalind Franklin, eluci- 
daram a estrutura do DNA — uma dupla hélice, que se 
assemelha a uma escada em caracol, sendo cada metade 
uma cadeia de nucleotídeos unida por ligações fosfodiés- 
ter. Essa estrutura esclareceu o mecanismo para a capaci- 


dade de autoduplicação do DNA, bem como para a sua 
estabilidade. 

Depois da década de 1970, novas tecnologias de ma- 
nipulação e análise de DNA surgiram e evoluíram rapi- 
damente, permitindo avanços significativos nos estudos 
genéticos em geral, incluindo a genética médica. Nas últi- 
mas décadas, progressos marcantes foram feitos na com- 
preensão da estrutura e da função dos genes, bem como 
dos cromossomos em nível molecular. Técnicas molecu- 
lares como a reação em cadeia da polimerase (PCR), a 
clonagem, a utilização de enzimas de restrição e o se- 
quenciamento de DNA têm permitido aos cientistas 
identificar genes que codificam proteínas humanas es- 
senciais, bem como a localização de mutações e polimor- 
fismos, o que possibilita maior compreensão sobre as 
doenças.” 

Nesse contexto, o PGH foi um consórcio internacio- 
nal que permitiu o entendimento detalhado da organiza- 
ção do genoma humano, a partir da elucidação da se- 
quência de nucleotídeos do DNA. No entanto, ainda 
existe a necessidade de muitos estudos sobre o genoma 
humano. Metodologias avançadas para o sequenciamen- 
to de DNA, conhecidas como sequenciamento de nova 
geração (NGS, em inglês: next generation sequence), têm 
permitido uma análise ampla e mais rápida do genoma, 
o que facilita a identificação de genes responsáveis por 
diferentes doenças e por características de interesse. As 
maiores contribuições destes estudos são: a melhoria do 
diagnóstico, prognóstico e direcionamento do tratamen- 
to dos pacientes; os progressos no diagnóstico pré-natal; 
o aconselhamento genético; o diagnóstico precoce de 
doenças como o câncer; um melhor entendimento sobre 
condições complexas como doença de Alzheimer e autis- 
mo; e o tratamento e a redução do risco de doenças. 


EXPERIMENTOS DE MENDEL E SUAS LEIS 


Gregor Mendel, após finalizar o ensino fundamental, 
ingressou no mosteiro agostiniano localizado na cidade 
de Brunn, na República Tcheca, o qual era dedicado ao 
ensino da ciência e à pesquisa científica. Assim, Mendel 
desenvolveu um programa de pesquisa com a ervilha de 
jardim (Pisum sativum), realizando cruzamentos de ervi- 
lhas com características distintas.” 

Em seus experimentos, Mendel observou que o cru- 
zamento de ervilhas com características contrastantes 
provenientes de linhagens puras (geração parental) para 
um determinado fator resultava em uma geração homo- 
gênea (F1) e igual a um dos progenitores. Observou tam- 
bém que a autofecundação das ervilhas dessa primeira 
geração resultava em uma segunda geração (F2), com- 
posta de plantas com as duas características presentes na 


geração parental. Ao contar, na geração F2, o número de 
plantas com cada uma das características, observou que a 
proporção 3:1 se repetia — sendo três para a característi- 
ca presente em todas as gerações e um para a característica 
presente na geração parental que desapareceu na geração 
F1 e voltou a aparecer na geração F2. Naquele momento, 
ele não conseguiu explicar de forma adequada os resulta- 
dos obtidos, apesar de ter observado que eles obedeciam 
a um determinado padrão. Mendel então usou os termos 
“dominante” e “recessivo” para distinguir as duas caracte- 
rísticas avaliadas — dominante para a característica que 
permanecia em todas as gerações e recessivo para a carac- 
terística que desaparecia na geração Fl, mas voltava a 
aparecer na geração F2.º 

Para tentar encontrar uma explicação para os resulta- 
dos encontrados, Mendel continuou seus experimentos. 
Ele autofecundou individualmente as plantas da geração 
F2 e contou novamente a quantidade de descendentes 
com cada uma das características previamente observa- 
das. Observou que as plantas com a característica reces- 
siva eram puras, pois somente produziam descendentes 
com as mesmas características. No entanto, parte daque- 
las com a característica dominante, quando autofecunda- 
das, também só produzia plantas com a característica do- 
minante, enquanto a outra parte produzia uma mistura 
de plantas com características dominantes e recessivas. A 
partir desses resultados, concluiu que a proporção 3:1, 
encontrada na geração F2, na verdade correspondia a 
uma proporção de 1:2:1 (1 de dominante puras, 2 de do- 
minantes não puras e 1 de recessivas puras).° 

Com esses resultados, Mendel delineou conclusões 
anteriormente inimagináveis. Deduziu a existência de 
elementos (atualmente conhecidos como genes) deter- 
minantes para a hereditariedade, e também que estes es- 
tariam em pares. Concluiu, ainda, que esses pares se se- 
gregavam independentemente para gerar os gametas e 
que, para a formação de um novo organismo, esses ga- 
metas se combinavam de forma aleatória, produzindo o 
zigoto. 

Nesse contexto, pode-se ainda citar alguns termos 
que atualmente são bastante conhecidos na genética. Os 
elementos que Mendel observou estarem em pares atual- 
mente são caracterizados como alelos. Normalmente, 
existem duas possibilidades para o alelo, “A” e “a”, por 
exemplo. De acordo com os resultados de Mendel, pode 
haver características dominantes puras, com alelos “AA”; 
características dominantes não puras, “Aa”; e característi- 
cas recessivas puras, “aa”, Atualmente, a classificação para 
cada um desses genótipos é: homozigoto dominante, he- 
terozigoto e homozigoto recessivo, respectivamente. 

Para confirmar seus achados, Mendel realizou o cru- 
zamento de plantas de F1 com plantas com características 
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recessivas, esperando encontrar na prole uma proporção 
1:1. O cruzamento de determinado genótipo com um to- 
talmente homozigoto recessivo é conhecido como cruza- 
mento teste. Tal proporção, de fato, foi obtida, confirman- 
do o modelo de segregação igual e independente proposto 
por Mendel. Essa proporção é conhecida como Primeira 
Lei de Mendel ou Lei da Segregação: dois pares (alelos) de 
um gene se segregam de forma igual e independente para 
a formação dos gametas.” 

Na busca por mais resultados, Mendel continuou 
realizando experimentos com linhagens que se diferen- 
ciavam por duas características: ervilhas lisas e verdes, e 
ervilhas rugosas e amarelas. O cruzamento entre duas li- 
nhas puras contrastantes resultou em uma geração F1 
totalmente lisa e amarela, revelando a dominância dessas 
duas características, conforme tinha sido observado para 
o cruzamento de uma única característica. Em seguida, 
Mendel fez a autofecundação da geração F1, obtendo 
uma proporção de 9:3:3:1 (9 amarelas lisas, 3 amarelas 
rugosas, 3 verdes lisas e 1 verde rugosa). 

Mendel avaliou os resultados obtidos e concluiu que 
a proporção de 9:3:3:1 correspondia à combinação de 
duas proporções 3:1, a qual era observada quando reali- 
zava cruzamentos de apenas uma característica. Tal ob- 
servação permitiu outra conclusão, que hoje é conhecida 
como Segunda Lei de Mendel ou Lei da Distribuição In- 
dependente: os genes de diferentes loci são transmitidos 
independentemente. Os resultados foram testados para 
outras características das ervilhas e, ainda, avaliados pelo 
cruzamento teste.” 

Quando os resultados obtidos por Mendel foram re- 
descobertos em 1900, eles foram testados para outra va- 
riedade de organismos. Os resultados desses testes com- 
provaram que as leis de Mendel não se aplicavam apenas 
às ervilhas, mas que correspondiam ao padrão de herança 
fundamental, geralmente aplicável a todos os organismos. 


BASE MOLECULAR DA HEREDITARIEDADE 


Atualmente, sabe-se que os elementos estáveis res- 
ponsáveis pela hereditariedade descritos por Mendel re- 
ferem-se a genes contidos na molécula de DNA. O DNA 
é uma estrutura linear, em dupla hélice, composta de mo- 
nômeros denominados nucleotídeos. Cada nucleotídeo, 
unidade básica do DNA, é composto por uma molécula 
do açúcar desoxirribose, um grupo fosfato e uma das ba- 
ses nitrogenadas. Estas podem ser purínicas — adenina (A) 
e guanina (G) — ou pirimidínicas — citosina (C) e timina 
(T). Os nucleotídeos são conectados uns aos outros for- 
mando uma das hélices do DNA. A ligação entre dois nu- 
cleotídeos adjacentes se dá por meio de ligações fosfodiés- 
ter 5 — 3’ entre as unidades de desoxirribose. No entanto, 
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o DNA é formado por duas cadeias polinucleotídicas, de 
polaridades opostas (antiparalelas). As duas cadeias nu- 
cleotídicas são mantidas unidas por pontes de hidrogênio 
que ocorrem entre bases nitrogenadas específicas: sempre 
uma adenina com uma timina, e uma citosina com uma 
guanina. Portanto, o DNA é uma molécula em dupla héli- 
ce, com fitas antiparalelas e complementares (Figura 1.1). 
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Figura 1.1 Esquema da estrutura do DNA. Duas cadeias polinucleotí- 
dicas, complementares e antiparalelas. Cada nucleotídeo é composto 
por uma molécula do açúcar desoxirribose, um grupo fosfato e uma das 
bases nitrogenadas. A ligação entre dois nucleotídeos adjacentes se 
dá por meio de ligações fosfodiéster; e entre duas bases nitrogenadas, 
por pontes de hidrogênio. A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina. 


A estrutura do DNA carrega o código genético que 
permite a transmissão exata da informação de uma célu- 
la-mãe para suas células-filhas, de uma geração para ou- 
tra e a transmissão das informações necessárias para a 
produção das proteínas. Os genes, sequências de DNA 
nem sempre contínuas, contêm a informação genética 
necessária para a síntese de proteínas, e também são res- 
ponsáveis pela transmissão das características hereditá- 
rias.’ 

Para que a informação contida no gene resulte correta- 
mente na síntese de determinada proteína, dois processos 
básicos são necessários: a transcrição e a tradução. No pro- 
cesso de transcrição de um gene, a molécula de DNA, com 
o auxílio da maquinaria celular, será transcrita em uma 
molécula de RNA mensageiro (RNAm). Essa molécula de 
RNAm é transportada do núcleo para o citoplasma e, nesse 
local, com o auxílio dos ribossomos, a molécula de RNAm 
é traduzida em aminoácidos que formarão a proteína, pro- 
cesso denominado tradução. 


Do DNA à proteína 


Genes são sequências de nucleotídeos no DNA que 
devem ser lidas pela maquinaria celular para gerar o seu 
produto específico, o RNAm, o qual, por meio do proces- 
so de tradução, dá origem a uma cadeia polipeptídica. O 
RNA é uma molécula semelhante ao DNA, com algumas 
diferenças: os nucleotídeos do RNA possuem uma ribose 
no lugar da desoxirribose e não têm a base nitrogenada 
timina, a qual é substituída pela uracila (U). O RNA é trans- 
crito como uma molécula de fita única, enquanto o DNA, 
como mencionado anteriormente, é uma fita dupla. 

Para o início do processo de transcrição, a enzima 
RNA polimerase reconhece e se liga a uma região especí- 
fica do DNA no início do gene. Essa região específica re- 
conhecida pela RNA polimerase é conhecida como região 
regulatória e é representada pela sequência responsável 
pelo início correto da transcrição. Após a RNA polimera- 
se ligar-se à região regulatória, a dupla fita de DNA se 
abre no sentido longitudinal pela quebra das pontes de 
hidrogênio, formando a bolha de transcrição, separando 
as duas fitas, das quais uma será molde para a síntese de 
RNA. Em humanos, assim como em todos os organismos 
eucarióticos, existem três tipos de RNA polimerases (I, II 
e HI). A RNA polimerase I auxilia na formação dos RNA 
ribossômicos; a RNA polimerase II é a responsável pela 
transcrição do DNA em RNAm, e a RNA polimerase II 
sintetiza pequenas moléculas de RNA, como os RNA 
transportadores.!º 

O processo de transcrição, catalisado pela RNA po- 
limerase II, começa no ponto de início transcricional 
na extremidade 5’, move-se ao longo da cadeia molde e 
se estende até atingir um códon de terminação. Dessa 
forma, uma das cadeias de DNA servirá como fita mol- 
de, onde ocorrerá a polimerização da fita de RNA se- 
guindo o mesmo padrão de complementariedade já des- 
crito (C pareia com G e A com U).° 

Na transcrição do RNAm, a primeira molécula pro- 
duzida é conhecida como RNA primário ou pré-RNAm. 
Essa molécula passa por modificações, resultando na 
produção do RNAm ou maduro. Grande parte dos genes 
dos organismos eucarióticos, incluindo os humanos, é 
composta por íntrons e éxons, mas apenas estes últimos 
serão traduzidos para a síntese de proteínas. Portanto, a 
molécula de RNA passa por um processo conhecido co- 
mo splicing.’ 

O splicing é o processo de remoção dos introns e 
união dos éxons após a transcrição do pré-RNAm para, 
dessa forma, produzir um RNAm maduro funcional. A 
análise das sequências de união íntron-éxon permitiu a 
identificação de nucleotídeos consenso nas regiões de 
cortes, sendo a conservação dessas regiões de extrema 


importância para a precisão de todo o processo e na pro- 
dução da molécula de RNAm correta. No entanto, uma 
mesma molécula de pré-RNAm pode produzir mais de 
um tipo de RNAm e, consequentemente, mais de um tipo 
de proteína, em razão do processo conhecido como splicing 
alternativo. Nesse processo, os exóns que compõem as 
moléculas de pré-RNAm são rearranjados de maneiras 
diferentes após a retirada dos íntrons, resultando em 
RNAm com diferentes composições de éxons, a partir do 
mesmo pré-RNAm e, consequentemente, em proteínas 
com sequências de aminoácidos distintas. Essa caracte- 
rística explica, pelo menos em parte, a discrepância do 
número de genes descritos para o genoma humano e o 
número de proteínas produzidas, uma vez que há muito 
mais proteínas do que genes descritos. 

A produção do RNAm maduro ainda envolve está- 
gios adicionais, nos quais as duas extremidades do trans- 
crito são modificadas por adições de nucleotídeos suple- 
mentares. À extremidade 5’ é modificada pela adição de 
uma “cap”, que é um nucleotídeo na orientação oposta, 
protegendo assim essa extremidade; e a extremidade 3’ é 
modificada pela adição de uma cauda poli(A) imediata- 
mente após a sua clivagem. Após o término de todos os 
eventos de processamento pós-transcricional, o RNAm é 
exportado do núcleo através dos poros do envoltório nu- 
clear para o citoplasma, onde será reconhecido pelos ri- 
bossomos, e então traduzido.” 

No citoplasma ocorre a síntese de proteínas. Para que 
esse processo aconteça, os nucleotídeos da molécula de 
RNAm devem ser lidos e traduzidos em aminoácidos. Es- 
sa leitura, feita pelos ribossomos, que são compostos por 
RNA ribossômicos (RNAr), ocorre da extremidade 5’ pa- 
ra a 3, sempre em grupos de três nucleotídeos, que são 
chamados de códons. Para o início desse processo, uma 
das subunidades do ribossomo liga-se a uma sequência 
curta de bases no início de cada RNAm, denominada se- 
quência líder. Para a formação da cadeia polipeptídica, a 
subunidade grande do ribossomo se une ao complexo de 
iniciação e move-se ao longo do RNAm, traduzindo cada 
um dos códons. O primeiro códon a codificar um ami- 
noácido será sempre um AUG, o qual atrai um RNA 
transportador (RNAt) de uma metionina. Esse aminoáci- 
do será, portanto, sempre o início da cadeia polipeptídi- 
ca. Outros RNAt, com o auxílio da enzima peptidil-trans- 
ferase, transportam os respectivos aminoácidos dos 
códons que estão sendo lidos e, sob a catálise de uma ri- 
bozima, forma-se uma ligação peptídica com o aminoá- 
cido anterior. A tradução continua até o ponto em que 
um dos códons de terminação (UGA, UAA ou UAG) é 
encontrado. A cadeia polipeptídica completa é então libe- 
rada pelo ribossomo, que se torna disponível para a sínte- 
se de outra proteína (Figura 1.2).º 
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Transmissão da informação genética 


A compreensão de como o material hereditário é or- 
ganizado e transmitido de uma célula para outra durante 
a divisão celular, bem como do processo de transmissão 
do genoma de geração em geração durante a reprodução, 
consiste em informação relevante para entendimento de 
diferentes aspectos da genômica nutricional. 

Todo o material genético celular é encontrado sob a 
forma de uma massa compacta, confinada em um volu- 
me limitado. Essa massa é conhecida como cromosso- 
mo, uma estrutura filamentosa localizada no núcleo 
das células. A organização desse material é determinada 
por vários eventos coordenados que determinam os es- 
tados ativo e inativo, de acordo com o momento celular 
e porção do DNA, por exemplo, quando há necessidade 
de replicação ou transcrição. O único momento em que 
os cromossomos estão distribuídos por todo o núcleo 
como uma massa homogênea e disforme é durante a 
divisão celular. Assim, durante o processo de divisão 
celular, os cromossomos se apresentam condensados ao 
máximo, podendo ser facilmente visualizados. Nesse 
período, em razão desse grande enovelamento, os genes 
ficam inativos, não podendo ser transcritos. 

Cada cromossomo carrega determinado conjunto de 
genes, os quais são arranjados linearmente ao longo do 
DNA em posições específicas, denominadas loci. Os cro- 
mossomos são encontrados em pares, conhecidos como 
cromossomos homólogos. Para que os cromossomos se- 
jam homólogos, eles precisam carregar os mesmos genes 
nas mesmas posições; no entanto, esses genes podem ser 
idênticos ou apresentar formas variantes, conhecidas co- 
mo alelos.!º 

Todos os cromossomos apresentam uma constrição 
primária, conhecida como centrômero. Essa constrição 
divide os cromossomos em dois braços: o braço curto, 
também conhecido como “p” (do francês petit — peque- 
no); e o braço longo, conhecido como “q” (do francês 
queue — cauda). A posição dos centrômeros, que varia 
entre os diferentes tipos de cromossomos, permite que 
eles sejam classificados em quatro tipos: metacêntricos, 
com o centrômero localizado no meio do cromossomo; 
acrocêntricos, com o centrômero localizado próximo à 
extremidade do cromossomo; telocêntricos, com o cen- 
trômero localizado na extremidade do cromossomo; e 
submetacêntricos, em que os centrômeros estão em uma 
posição intermediária.” 

Outra característica importante dos cromossomos é 
a presença dos telômeros, que são a extremidade terminal 
de cada um deles. Os telômeros apresentam uma sequén- 
cia específica repetida várias vezes e são essenciais para a 
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Figura 1.2 Esquema dos processos de transcrição e tradução. Fita de DNA com parte desenovelada sendo transcrita em um pré-RNA mensageiro 
(pré-RNAm); processamento do pré-RNAm para a produção de um RNAm funcional, o qual segue para o citoplasma; tradução do RNAm sendo reali- 
zada no ribossomo; transporte dos aminoácidos pelos RNA transportadores (RNAt) correspondentes aos códons; ligação entre os aminoácidos con- 
secutivos para a produção de uma proteína. Fonte: http://1biogeogondomar.blogspot.com.br/2010 09 26 archive.html. Acessado em: 26 jul. 2016. 


manutenção da estabilidade e da integridade de cada cro- 
mossomo.” 

Cada espécie possui um complemento cromossômi- 
co característico em relação ao número e à morfologia 
dos cromossomos, conhecido como cariótipo. O geno- 
ma humano consiste em 23 pares de cromossomos, sen- 
do 22 pares de autossomos e um par de cromossomos 
sexuais; dois cromossomos X para as mulheres e um cro- 
mossomo X e um Y para os homens.” Um membro de 
cada par dos cromossomos é herdado do pai e o outro da 
mãe. Como já mencionado, esse material hereditário 
presente nos cromossomos deve ser transmitido de uma 


célula para a outra e de uma geração para a outra. Para 
desempenhar tais funções, as células utilizam dois pro- 
cessos de divisão celular diferentes: a mitose e a meiose. 

A mitose é um processo de divisão celular a partir do 
qual uma célula-mãe dá origem a duas células-filhas idên- 
ticas, tanto no número de cromossomos quanto em sua 
composição genética. Esse tipo de divisão celular ocorre 
nas células somáticas e é responsável pelo crescimento 
dos organismos e pela reposição de células mortas. A 
meiose corresponde a um tipo de divisão celular que ori- 
gina células-filhas com metade do número de cromosso- 
mos da célula mãe, o que corresponde a apenas um par 


dos 23 cromossomos (haploide). Esse tipo de divisão ce- 
lular é importante para a formação dos gametas feminino 
e masculino, os quais, após se unirem, formam um zigoto 
com os 23 pares de cromossomos (diploide), mantendo, 
dessa forma, o número de cromossomos da espécie.” 


O ciclo celular é um processo contínuo e o tempo de 
cada ciclo varia entre os diferentes tipos de células. Esse 
ciclo pode ser dividido em duas principais etapas: a inter- 
fase e a mitose. A última corresponde à divisão celular 
propriamente dita. 

A interfase é uma fase do ciclo celular muito ativa, na 
qual a célula tanto desenvolve todas as suas funções bio- 
químicas básicas como também prepara todo o material 
celular, inclusive o DNA, para uma nova mitose. Essa eta- 
pa pode ser dividida em três fases: G,, S e G,. A fase G, éo 
período que varia muito em relação ao tempo de duração 
entre os diferentes tipos celulares. Nela, os processos de 
transcrição e tradução estão ativos, resultando em síntese 
de grande quantidade de proteínas, as quais também se- 
rão importantes para a formação das novas células-filhas 
resultantes da divisão celular. Na fase S, conhecida por ser 
a mais importante para a divisão, ocorre a síntese de 
DNA. Nesse processo, o DNA replica-se dando origem a 
cromossomos bipartidos, consistindo em duas cromáti- 
des irmãs. Por último, a célula entra em G,, uma fase cur- 
ta na qual são produzidas mais proteínas e componentes 
de membranas, que serão utilizados para a formação de 
novas células.” 

Ao terminar a fase G, da interfase, a célula entra na 
mitose, que é um processo de divisão celular contínuo, 
mas que também pode ser didaticamente dividido em 
quatro fases: prófase, metáfase, anáfase e telófase. Na pró- 
fase ocorrem vários eventos: os cromossomos se con- 
traem em uma série de helicoidizações; a membrana nu- 
clear se dissolve; os nucléolos desaparecem; e inicia-se a 
formação do fuso mitótico. Com o total desaparecimento 
da membrana nuclear, a célula entra em metáfase, quan- 
do os cromossomos atingem a condensação máxima, se 
localizam no plano equatorial da célula e ficam ligados 
aos centríolos por meio das fibras do fuso mitótico. A 
anáfase é a fase na qual o centrômero de cada cromosso- 
mo divide-se e as cromátides irmãs dirigem-se para os 
polos opostos. O processo de divisão celular termina na 
telófase, uma fase em que vários processos também acon- 
tecem: as fibras do fuso mitótico se desintegram; os cro- 
mossomos são descondensados; as organelas se distri- 
buem para o citoplasma das duas novas células que estão 
sendo formadas; formam-se novas membranas nucleares 
ao redor de cada um dos núcleos filhos; e a célula começa 
a se dividir. Dessa forma, no fim desse processo, tem-se 
duas células-filhas que correspondem a cópias idênticas 
da célula-mãe. 
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Diferente das células somáticas, as células germinati- 
vas precisam passar por um processo de divisão celular 
em que o número de cromossomos é reduzido pela me- 
tade, conhecido como meiose. A meiose, na verdade, re- 
fere-se a duas divisões nucleares sucessivas, chamadas de 
meiose I e meiose I. A meiose I é conhecida como divi- 
são reducional, uma vez que é nessa divisão que o núme- 
ro de cromossomos é reduzido à metade; já a meiose II 
passa por processos muito semelhantes à mitose. 

A meiose I é dividida nas mesmas fases já descritas 
para a mitose. No entanto, alguns processos de cada uma 
dessas fases diferenciam muito esses dois tipos de divisão 
celular, principalmente na prófase. A prófase I pode ser 
dividida em cinco subfases: leptóteno, zigóteno, paquite- 
no, diplóteno e diacinese. No leptóteno, assim como na 
prófase da mitose, os cromossomos já replicados iniciam 
sua condensação e tornam-se visíveis como filamentos 
delgados. Na subfase zigóteno, os cromossomos homólo- 
gos começam a se parear. Esse pareamento é denominado 
sinapse. O paquiteno se caracteriza pela maior condensa- 
ção e pareamento dos cromossomos homólogos e pela 
ocorrência de crossing-over (recombinação gênica). Esse 
evento envolve a troca de material genético entre dois 
cromossomos homólogos, sendo essa característica mui- 
to importante para a ampliação da diversidade da espécie. 
No diplóteno, os cromossomos homólogos começam a 
sofrer repulsão entre si, permanecendo ligados apenas pe- 
los locais onde ocorreu o crossing-over, conhecidos como 
quiasmas. Na diacinese, os cromossomos atingem a con- 
densação máxima, os quiasmas completam o movimento 
de terminalização e os cromossomos, ainda em pares, co- 
meçam a se organizar na zona equatorial da célula. 

A metáfase I é muito semelhante à metáfase da mito- 
se: a membrana nuclear desaparece, ocorre a formação 
das fibras do fuso mitótico e os cromossomos se organi- 
zam na zona equatorial da célula. No entanto, nessa fase, 
os cromossomos se encontram em pares e, como conse- 
quência, seus centrômeros ficam orientados em direção 
aos polos diferentes. A anáfase I inicia-se quando os cro- 
mossomos homólogos separam-se uns dos outros, orien- 
tando-se para os polos opostos. Essa fase se diferencia da 
anáfase da mitose, principalmente, porque não ocorre 
separação dos centrômeros, mas dos cromossomos ho- 
mólogos, em um processo conhecido como disjunção. 
Como consequência, o número de cromossomos é divi- 
dido em partes iguais e o produto dessa divisão é um nú- 
mero haploide de cromossomos.” 

A meiose I finaliza-se então na telófase I, fase em que 
os cromossomos atingem os polos opostos da célula e em 
que ocorre a reconstituição da membrana nuclear. No 
fim desse processo, as duas células filhas haploides en- 
tram na interfase meiótica e imediatamente passam para 
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meiose II, sem que ocorra síntese de DNA; assim, o esta- 
do genético dos cromossomos permanece constante.” 

A meiose II, como descrito anteriormente, é muito 
semelhante à mitose. No entanto, nessa divisão celular, a 
célula já inicia o processo com um número haploide de 
cromossomos. Como resultado, cada célula que inicia 
uma meiose finaliza o processo em quatro células-filhas 
com metade do número de cromossomos da célula-mãe 
(Figura 1.3). 

Uma vez que esses dois processos de divisão celular 
têm grande importância na garantia da constância do 
número de cromossomos da espécie, erros em qualquer 
um deles podem resultar em um indivíduo, ou em uma 
linhagem celular, com número anormal de cromosso- 
mos e, dessa forma, em algum tipo de anormalidade 
com importância clínica. Erros na disjunção meiótica 
constituem o mecanismo de mutação mais comum, res- 
ponsável por defeitos do desenvolvimento, falecimento 
de recém-nascidos e síndromes relacionadas ao retardo 
mental. A não disjunção mitótica pode resultar em mo- 
saicismo cromossômico e também pode estar relaciona- 
da ao desenvolvimento de alguns tipos de tumores cro- 
mossomicamente anormais.º 

As anormalidades cromossômicas podem ser numé- 
ricas e/ou estruturais. As numéricas são as mais comuns, 


conhecidas como aneuploidias. Entre as aneuploidias 
mais frequentes, pode-se citar a trissomia do cromosso- 
mo 21, que é a constituição cromossômica observada em 
indivíduos com a síndrome de Down. Entre as outras 
aneuploidias mais conhecidas, podem ainda ser citadas 
as trissomias dos cromossomos 13, 18 e dos cromosso- 
mos sexuais. 


Padrões de herança 


O padrão de herança descrito nos trabalhos de Men- 
del é determinado apenas por um gene — herança mono- 
gênica ou herança mendeliana. No entanto, atualmente 
são conhecidos vários exemplos de características em que 
esse tipo de herança não se aplica. Tais características são 
determinadas por mais de um gene, situados em diferen- 
tes loci e, algumas vezes, até em cromossomos diferentes, 
sendo, portanto, denominadas como de herança poligê- 
nica ou multifatorial. 

Além do tipo de herança descrito nos trabalhos de 
Mendel, existem outros tipos de herança monogênica. 
Mendel trabalhou em seus experimentos com a herança 
monogênica autossômica, o que significa que em todos 
os casos avaliados por ele os genes de interesse estavam 
em cromossomos autossômicos. No entanto, essa não é a 


Mitose 


Prófase 


Cromossomos 
replicados 


Duas cromátides-irmãs — ASS 


€ 


Os cromossomos 
alinham-se no 


Metáfase - 
plano equatorial 
Anáfase Cromátides-irmãs 
Telófase separam-se na 
anáfase 


O g 


2n Células-filhas 2n 


ES 
27 —S 


| 2n=4 


Meiose 


id Prófase | 
OE Tétrade 
Ep cromatidica 

| 2n 


Tétrades wal 
alinhadas 


Cromossomos 
replicados 


Metafase | 
no plano 
equatorial 
Cromossomos pp N Anáfase | 
homólogos Telófase | 
separam-se na 
anáfase | 


As cromátides-irmãs 
continuam unidas 


wl 
vi nã E 
D OD O 


Células-filhas da divisão Il 


As cromátides- 
-irmas sepa- 
ram-se na 
anáfase II 


Figura 1.3 Esquema representativo dos processos de divisão celular, mitose e meiose. À esquerda, o processo de mitose começando com uma 
célula mãe com 2n=4 e resultando em duas células filhas idênticas. À direita, a representação da meiose, em duas divisões (meiose | e meiose II). 
Esse processo começa com uma célula-mãe com 2n=4e finaliza com quatro células-filhas com 2n = 2. Fonte: http://biologia-geologia11a.blogspot. 
com.br/2010 11 01 archive.html. Acessado em: 26 jul. 2016. 


única possibilidade: o gene estudado pode estar localiza- 
do em um dos cromossomos sexuais, sendo considerado 
como ligado ao gênero. 

Pode-se classificar as heranças do tipo monogênica em 
quatro tipos básicos: autossômica dominante, na qual o 
gene está em um cromossomo autossômico e a caracterís- 
tica é expressa mesmo quando o gene está em heterozigose; 
autossômica recessiva, em que o gene também localiza-se 
em um cromossomo autossômico, mas a característica só é 
expressa quando o gene está em dose dupla (homozigose); 
e, quando essas duas formas ocorrem em cromossomos 
sexuais, a herança pode ser dominante ligada ao gênero e 
recessiva ligada ao gênero, respectivamente. Os termos do- 
minante e recessivo não se referem aos genes, mas às carac- 
terísticas.” 

Para estudos de herança em humanos, é necessário o 
exame de registros da família estudada. Esse exame de regis- 
tros é utilizado para a montagem da genealogia ou heredo- 
grama da família. A montagem desses heredogramas deve 
ser cuidadosa, fidedigna e com maior número de informa- 
ções possíveis. Além disso, deve seguir regras para a utiliza- 
ção dos símbolos, a fim de facilitar a identificação do tipo de 
herança que está sendo avaliada.” 


Herança autossômica recessiva 


Este tipo de herança é bem caracterizada em casos de 
doença autossômica recessiva, pois somente se manifesta 
em homozigose, ou seja, em indivíduos com dois alelos 
mutados. Considerando que para o indivíduo carrear os 
dois alelos mutados é necessário que tenha herdado cada 
um dos diferentes genitores, e verificando que as doenças 
autossômicas recessivas são geralmente raras, o tipo de 
casamento mais provável para gerar tal prole afetada é 
entre dois indivíduos normais, mas heterozigotos para 
essa doença.” 

Indivíduos heterozigotos para um gene recessivo 
são saudáveis (portadores), independentemente da leta- 
lidade daquele gene no estado homozigótico. Assim, a 
maioria dos genes recessivos em uma população está “es- 
condida” em indivíduos portadores. Estima-se que cada 
indivíduo é portador de três a cinco alelos mutantes que 
seriam letais em homozigose. Entretanto, a frequência de 
doenças recessivas mantém-se baixa na população por- 
que, para que um portador tenha um filho homozigoto, é 
necessário que o seu consorte também seja portador. Se o 
consorte não for consanguíneo, a probabilidade de que 
isso aconteça dependerá da frequência do alelo específico, 
mas, em geral, será muito baixa. Por outro lado, se o con- 
sorte for consanguíneo, a probabilidade que ele também 
seja portador é considerável. 


Bases da genética humana 


Algumas características definem um heredograma de 
uma doença autossômica recessiva: geralmente poucos 
indivíduos afetados (condição rara, pois a maioria das 
pessoas carreadoras do alelo alterado está em heterozigo- 
se); igualmente observada em homens e mulheres; pes- 
soas afetadas geralmente têm genitores normais (hetero- 
zigotos); os genitores dos afetados são geralmente 
consanguíneos.º 

Entre as doenças humanas autossômicas recessivas, 
pode-se citar a fibrose cística, uma das mais graves condi- 
ções autossômicas recessivas, que é uma doença pulmo- 
nar crônica em que o principal sintoma é a secreção de 
grande quantidade de muco nos pulmões; o albinismo, 
caracterizado pela ausência de pigmentação na pele, ca- 
belos e olhos, defeitos oculares e rubor intenso decorren- 
te de exposição ao sol; e o hipotireoidismo, que consiste 
em insuficiência funcional da tireoide.* 


Herança autossômica dominante 


Nesse caso, o alelo normal é recessivo e o alelo mutado 
é dominante. Quando a característica é comum, qualquer 
genótipo é igualmente provável. No entanto, se é uma 
doença rara, nem todos os tipos de genótipos serão fre- 
quentes, sendo pouco provável que os indivíduos afetados 
sejam homozigotos. Alguns critérios auxiliam no reco- 
nhecimento da herança autossômica dominante: o fenóti- 
po afetado ocorre em todas as gerações; para que um filho 
seja afetado, é necessário que um dos pais também seja; 
aparecem em ambos os gêneros na mesma frequéncia.® 

Mais da metade de todos os distúrbios mendelianos 
humanos é herdada como herança autossômica domi- 
nante. A acondroplasia, o tipo mais comum de nanismo, 
é um dos principais exemplos de doença autossômica 
dominante. Outro exemplo desse tipo de herança é a 
doença de Huntington, que ocorre em razão de uma de- 
generação neural e se caracteriza por movimentos corpo- 
rais anormais, falta de coordenação e habilidades men- 
tais afetadas.>* 


Herança ligada ao gênero 


A herança ligada ao gênero é determinada por genes 
situados nos cromossomos sexuais, X e Y. No entanto, o 
cromossomo Y apresenta poucos genes e, dessa forma, 
quando é referida herança ligada ao gênero, geralmente 
refere-se àquela ligada ao X. Uma vez que esses cromos- 
somos são desigualmente distribuídos entre homens e 
mulheres, sendo os homens XY e as mulheres XX, três 
genótipos são possíveis para as mulheres, enquanto só 
dois são possíveis para os homens, e estes, por sua vez, 
por possuírem apenas um cromossomo X, são denomi- 
nados hemizigotos.” 
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Assim como na herança autossômica, a herança ligada 
ao X pode ser dominante ou recessiva. Essas duas formas 
são diferenciadas de acordo com o fenótipo das mulheres 
heterozigotas, ou seja, de acordo com a penetrância e a ex- 
pressividade. Penetrância refere-se à capacidade que deter- 
minado genótipo tem de se manifestar em seus portado- 
res. Expressividade corresponde ao modo de expressão do 
alelo, com maior ou menor intensidade. No entanto, essa 
distinção nem sempre é fácil, em razão do processo de ina- 
tivação aleatória do cromossomo X em mulheres. Nesse 
processo, um dos cromossomos X é parcialmente inativa- 
do de forma irreversível e clonal, ou seja, a partir do mo- 
mento em que um dos dois cromossomos X é inativado 
em uma célula, todas as células descendentes dela terão o 
mesmo cromossomo X inativado.” 


No caso de herança recessiva ligada ao X, o alelo refe- 
rente à característica estudada exibe pouca ou nenhuma 
penetrância. Dessa forma, para que uma mulher seja por- 
tadora, é necessário que tenha esse alelo nos dois cromos- 
somos X; já para o homem, a presença de um único alelo 
é determinante para a expressão de tal característica. Co- 
mo consequência, doenças com esse tipo de herança ge- 
ralmente são restritas aos homens, sendo raramente iden- 
tificadas em mulheres. Entre as outras características desse 
tipo de herança destaca-se o fato de nenhum homem afe- 
tado transmitir a doença para seus filhos homens e todas 
as filhas de um homem afetado serem portadoras do alelo 
em questão. Entre as doenças humanas desse tipo de heran- 
ça destacam-se a distrofia muscular duchenne (DMD), a 
hemofilia e o daltonismo.” Outras doenças autossomicas 
recessivas ligadas ao X incluem a hipofosfatemia, um tipo 
de raquitismo resistente à vitamina D e a síndrome do X 
frágil, um dos tipos mais comuns de retardo mental.” 


Princípios básicos da genética de populações 


Depois de entender o que é um gene e como ele pode 
ser herdado, é importante compreender como eles estão 
distribuídos em uma população. Uma parte importante 
do estudo da genética é a determinação das frequências 
gênicas, genotípicas e fenotípicas dos indivíduos e das 
populações. Esse ramo da genética é conhecido como ge- 
nética de populações e estuda como os genes estão distri- 
buídos na população, bem como os fatores que interfe- 
rem nessa distribuição. 

A genética de populações permite estudar a frequên- 
cia genotípica de determinada população e, a partir dela, 
estimar a frequência alélica. Em determinados casos, co- 
mo será visto a seguir, o inverso também é possível, ou 
seja, estimar a frequência genotípica a partir da frequén- 
cia alélica. Esse tipo de estudo é de extrema importância 
para a genética de populações humanas, pois permite 


compreender como a frequência das doenças hereditá- 
rias se mantém nas populações, assim como facilita os 
processos de aconselhamento genético, para auxiliar pais 
que pretendem saber a possibilidade de gerar um filho 
afetado com relação a determinada doença. 


Modelo para um gene 


A genética de populações procura entender, princi- 
palmente, a frequência gênica e genotípica de determina- 
da característica estudada. Para facilitar o exemplo de 
como realizar esse cálculo, aqui avalia-se determinado 
gene com dois alelos diferentes e, consequentemente, três 
possibilidades genotípicas, “AA”, “Aa” e “aa”, Nesse caso, 
pode-se definir que a frequência genotípica de cada um 
dos genótipos é AA = P, Aa = Q e aa = R, lembrando que 
P, Qe R são expressos em porcentagens ou proporções, e 
a soma dos três deve sempre ser igual a 1 ou 100%." 

Conhecendo a frequência genotípica, a frequência gê- 
nica pode ser facilmente determinada. Considerando o 
alelo “A” como “p” e o alelo “a” como “q”, pode-se chegar à 
frequência de cada um destes da seguinte forma: p = P + 
%Qeq=R+¥%Q. Vale lembrar que p + q também deve 
ser igual a 1. Apesar da possibilidade de calcular a fre- 
quência gênica ou alélica pela frequência genotípica, o 


oposto nem sempre é possível, a não ser que a população 
esteja em equilíbrio de Hardy-Weinberg, quando há uma 
simples relação matemática que permite calcular a fre- 
quéncia genotípica a partir da frequência alélica." Em 
1908, o matemático inglês Godfrey H. Hardy e o médico 
alemão Wilhem Weinberg concluíram que, se nenhum fa- 
tor evolutivo atuasse sobre uma população que satisfizes- 
se certas condições, as frequências de seus alelos perma- 
neceriam inalteradas ao longo das gerações. Esse princípio 
ficou conhecido como lei ou teoria de Hardy-Weinberg." 

Para que uma população esteja em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg, é necessário que obedeça as seguintes 
condições: deve ser grande o suficiente e deve apresentar 
uma relação 1:1 de machos e fêmeas, para que os acasala- 
mentos ocorram de forma aleatória; ausência de seleção 
para qualquer um dos alelos em estudo; ausência de imi- 
gração de indivíduos de outras populações com frequén- 
cia gênica diferente; e ausência de mutação em taxas 
apreciaveis.° 

Para uma população que obedeça todas essas condi- 
ções existe uma única relação entre a frequência de ale- 
los e a frequência de cada genótipo: AA = p?; Aa = 2pq; e 
aa = q), que corresponde à probabilidade de cada um 
desses alelos se combinar em acasalamentos aleatórios, 
onde p? + 2pq + q” = 1. Uma vez que a população tenha 
entrado nesse equilíbrio e caso nenhum dos fatores inter- 


ferentes ocorra, a frequência genotípica permanecerá 
constante de geração em geração.” 


Modelo para dois genes 


O caso ilustrado anteriormente é o modelo mais 
simples para estudo de frequência alélica e genotípica — 
um gene com dois alelos. No entanto, às vezes é necessá- 
rio avaliar no mesmo estudo a frequência de dois genes 
diferentes, principalmente quando esses genes estão liga- 
dos. Para entender como se faz esse tipo de estudo, é ne- 
cessário, em primeiro lugar, compreender a definição de 
haplótipo, que nesse caso corresponde à combinação de 
alelos em mais de um loci. Nos casos em que se estuda a 
frequência dos alelos de mais de um gene, em vez de tra- 
tar sobre frequência alélica ou frequência gênica, será ca- 
racterizada a frequência haplotípica. No caso de dois ge- 
nes com dois alelos cada (A e a; Be b), quatro haplótipos 
são possíveis (AB, Ab, aB e ab).!! 

De acordo com a Segunda Lei de Mendel, dois genes 
se segregam de forma independente para a formação dos 
gametas. No entanto, à medida que novos testes de cruza- 
mentos foram realizados por outros pesquisadores, utili- 
zando a própria ervilha como modelo ou outros organis- 
mos como a Drosophila, foram observados resultados 
que se diferenciavam muito das proporções esperadas.” 

Com base nesses resultados e com o conhecimento 
de todo o processo de divisão celular, foi possível obser- 
var que a lei de segregação independente se aplica a genes 
localizados em cromossomos diferentes ou, quando loca- 
lizados no mesmo cromossomo, em uma distância que 
permita uma grande quantidade de recombinação ou 
crossing-over. Portanto, quando dois genes estiverem no 
mesmo cromossomo e muito próximos, sua segregação 
não será independente; eles serão caracterizados como 
ligados e, desse modo, sempre serão transmitidos juntos 
para os gametas. 

Para avaliar a distância entre dois genes ou o quanto 
esses genes estão ligados, deve-se determinar a frequência 
de recombinação. Se dois genes são sempre transmitidos 
juntos para a próxima geração, não ocorrendo nenhum 
processo de recombinação, serão considerados fortemen- 
te ligados. No entanto, se o processo de recombinação al- 
cançar os 50%, de modo que a probabilidade de AB ou ab 
serem transmitidos juntos seja igual à de Ab ou aB, então 
esses genes não estão ligados e se distribuem de forma in- 
dependente. Ainda existem diversos graus de ligação entre 
esses dois extremos; pode ser, por exemplo, de 70%, o que 
significa 30% de recombinação entre os genes.” 

A ligação, como visto até agora, pode estar em aco- 
plamento, ou em cis, quando os genes A e B estão locali- 
zados no mesmo cromossomo, ou podem estar ligados 


Bases da genética humana 


em repulsão, ou trans, quando A e B estão em cromosso- 
mos diferentes. Por exemplo, se A e B têm aparecido jun- 
tos com maior frequência na prole, diz-se que eles estão 
em cis, ou seja, no mesmo cromossomo. No entanto, se a 
prole tem maior quantidade de Ab, por exemplo, signifi- 
ca que A e B estão em cromossomos diferentes, ou seja, 
estão em trans.” 

Com base nas informações da ligação dos genes, po- 
de-se também determinar dois termos comuns à genéti- 
ca: o equilíbrio de ligação e o desequilíbrio de ligação. O 
termo equilíbrio de ligação se aplica nos casos em que a 
frequência de cada alelo dentro dos haplótipos é igual à 
frequência daquele alelo na população geral; já o dese- 
quilíbrio de ligação ocorre quando há associação não 
aleatória de alelos em loci ligados." 

Para tornar mais claros esses dois termos, é necessá- 
rio exemplificar. Em determinado estudo estão sendo 
avaliados dois genes diferentes com dois possíveis alelos 
cada, um gene referente a determinada doença (A e a) e 
outro ligado a esse, que será o gene marcador (B e b). 
Considere que os alelos B e b estão, cada um, em uma 
frequência de 50% na população e que, para o gene da 
doença, o alelo “A” esteja em uma frequência de 80% e o 
alelo “a”, de apenas de 20%. Conhecendo a frequência de 
cada alelo, deve-se identificar como esses alelos estão dis- 
tribuídos nos quatro haplótipos possíveis. Caso 10% dos 
alelos de “a” estejam com o alelo marcador B e outros 
10% desse alelo estejam com o alelo marcador ‘b’ e, con- 
sequentemente, o alelo A também esteja igualmente dis- 
tribuído entre B e b, diz-se que essa população está em 
equilíbrio de ligação. 

No entanto, quando loci muito próximos estão sen- 
do avaliados, esse equilíbrio nem sempre é observado. 
Supondo outro quadro, no qual todos os alelos “a” são 
herdados juntamente com o alelo “B” e nenhum com o 
alelo “b”. Diz-se, então, que aB está em forte desequili- 
brio de ligação. O desequilíbrio de ligação é, portanto, 
uma propriedade de haplótipos, não dos genótipos, e 
funciona como uma analogia para o sistema de dois loci 
do equilíbrio de Hardy-Weinberg para o sistema de um 
locus.” 

Avaliando o mapa de ligação dos genes humanos, 
percebe-se que, enquanto a maioria dos genes é distribuí- 
da aleatoriamente ao longo de todos os cromossomos, 
existem alguns clusters de genes proximamente localiza- 
dos. Esses clusters podem ser de genes que pertencem à 
mesma família ou que desempenham funções relaciona- 
das, como os genes das hemoglobinas, os quais estão pro- 
ximamente ligados." 

O estudo da ligação entre genes tem grande importân- 
cia na genética humana e médica, no auxílio da identifica- 
ção, do mapeamento e, consequentemente, no diagnóstico 
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de genes responsáveis por doenças hereditárias. O projeto 
HapMap, criado a partir do sequenciamento do genoma 
humano, tem como principal objetivo criar um mapa de 
haplótipos e, dessa forma, fornecer uma ferramenta pode- 
rosa para localizar as variantes genéticas que contribuem 
para as diferentes doenças humanas poligênicas. 


Genética da população brasileira 


Populações de diferentes partes do mundo variam 
consideravelmente na predisposição às doenças e na fre- 
quência alélica de loci relacionados às características de 
interesse clínico. Essas diferenças podem ser resultado de 
deriva genética e/ou adaptação aos fatores seletivos de ca- 
da local.” Nesse contexto, a população brasileira é uma 
das mais heterogêneas do mundo. Além da sua grande 
extensão, da diversidade climática e de outras condições 
ambientais, o Brasil passou por um longo processo de 
miscigenação de pessoas provenientes de três diferentes 
populações: ameríndios, europeus e africanos." 

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geo- 
grafia e Estatística (IBGE), no ano de 1500 o Brasil era 
habitado por aproximadamente 2,4 milhões de amerin- 
dios. Com o processo de colonização, estima-se que o 
Brasil tenha recebido aproximadamente 4 milhões de es- 
cravos africanos e 6 milhões de imigrantes europeus.'*" 
Com o intuito de entender a composição genética da 
atual população brasileira, muitos autores têm avaliado a 
contribuição de cada uma dessas populações responsá- 
veis pela formação da nossa população. 

Vários marcadores moleculares têm sido utilizados 
para caracterizar a ancestralidade e a formação da popu- 
lação brasileira. Entre eles, podem ser citados polimorfis- 
mos na porção não recombinante do cromossomo Y, uti- 
lizados para investigar a contribuição de linhagens 
patrilineares distintas na população brasileira; DNA 
mitocondrial (DNAmt) para avaliar as linhagens matrili- 
neares nas diferentes regiões brasileiras;” e um painel de 
40 polimorfismos de inserção/deleção, informativos de 
ancestralidade, aplicado para brasileiros de diferentes re- 
giões do país. 

Os polimorfismos do DNAmt apresentam proprieda- 
des únicas que os tornam especialmente úteis para recons- 
truções genealógicas. Em primeiro lugar, o DNAmt é her- 
dado exclusivamente do óvulo materno, tendo assim 
herança matrilinear. Em segundo lugar, não troca genes 
com nenhum outro segmento genômico, sendo transmiti- 
do às gerações seguintes como loci de genes, permanecen- 
do inalterados até que ocorra uma mutação. Assim, o 
DNAmt fornece informações que permitem traçar matri- 
linhagens que alcançam dezenas de gerações no passado. 
No entanto, para estabelecer a ancestralidade paterna, de- 


ve ser feito o uso do alto poder de resolução de perfis gené- 
ticos do cromossomo Y humano, que é passado de pai pa- 
ra filho, para traçar linhagens patrilineares que alcançam 
dezenas de gerações no passado. Por último, os polimorfis- 
mos em cromossomos autossômicos são ótimos marcado- 
res de individualidade. Em razão da recombinação, cada 
um dos cromossomos autossômicos tem segmentos her- 
dados de praticamente todos os antepassados. 

Os resultados que emergem desses diferentes traba- 
lhos refletem a grande heterogeneidade em relação à an- 
cestralidade da população brasileira, tanto em nível indivi- 
dual quanto de grupos. Essa heterogeneidade foi observada 
independentemente da etnia do indivíduo, como também 
da sua origem geográfica. A partir dos dados obtidos 
por análises do cromossomo Y, foi possível observar que 
homens brasileiros têm grande parte de seus marcadores 
indicando origem europeia, uma baixa frequência de ori- 
gem africana e ausência de contribuição ameríndia.!” No 
entanto, dados a partir do DNAmt resultaram em 39% de 
ancestralidade europeia, 33% ameríndia e 28% africana." 
Esses dados revelam que o genoma de muitos brasileiros 
é um mosaico, tendo o DNAmt e o cromossomo Y de 
diferentes origens filogeograficas." 

Em razão dessa alta variabilidade de ancestralidade 
entre os brasileiros, pode-se concluir que cada indivíduo 
brasileiro apresenta uma proporção individual e única de 
ancestralidade europeia, africana e ameríndia no seu ge- 
noma mosaico. Dessa forma, o Brasil se torna um bom 
modelo para o estudo da genética de populações miscige- 
nadas, em que as pessoas não podem ser avaliadas como 
membros de um grupo, mas como pessoas individuais 
com genoma e história de vida única.! 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A genética é uma ciência relativamente nova, mas que 
vem crescendo e evoluindo constantemente. O surgimento 
de novas técnicas moleculares e o aperfeiçoamento daque- 
las já existentes têm permitido estudos mais precisos de 
características de interesse. As várias metodologias de estu- 
do de polimorfismos de DNA já desenvolvidas possibili- 
tam que os laboratórios especializados em genética possam 
escolher a técnica mais adequada para analisar e elucidar 
um tipo de problema específico.' No entanto, o conheci- 
mento da genética básica, de como essas características são 
herdadas, da base molecular da herança e de como as ca- 
racterísticas estão distribuídas tem sido de fundamental 
importância para melhor compreensão das descobertas e 
dos avanços que essas novas técnicas têm permitido. 

Nesse contexto, a medicina genômica e todas as suas 
ramificações nascem entre o paradigma de saúde e doen- 
ça, pois já se sabe que, conhecendo a intimidade das varia- 


ções genéticas que determinam predisposições e resistên- 
cias ao surgimento de doenças crônicas não transmissíveis, 
é possível manipular o ambiente (principalmente estilo 
de vida e alimentação) a fim de manter o equilíbrio meta- 
bólico que caracteriza a saúde.! 
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INTRODUÇÃO 


O biólogo americano James Watson e o físico inglês 
Francis Crick elucidaram a estrutura em alfa-hélice do 
ácido desoxirribonucleico (DNA) na década de 1950, o 
que é considerado um marco para a biologia molecular. 
Entretanto, a molécula de DNA foi identificada mais de 
50 anos antes pelo químico suíço Friedrich Miescher, que 
descobriu que as células tinham núcleo, e denominou seu 
conteúdo de nucleína, o que, após algum tempo, passou 
a ser conhecido como DNA. Anos mais tarde, vários cien- 
tistas — em especial Phoebus Levene e Erwin Chargaff — 
revelaram detalhes adicionais da molécula, como seus 
componentes químicos e suas ligações. Esses resultados 
foram fundamentais para que Watson e Crick demons- 
trassem, em 1953, que a molécula de DNA existe na for- 
ma de dupla hélice. 

Em 1956, Francis Crick publicou um artigo intitula- 
do Ideas on Protein Synthesis,’ no qual propunha a teoria 
de que as proteínas eram sintetizadas a partir de moldes, 
um para cada proteína. Os moldes seriam os genes. Nesse 
artigo, dirigido tanto ao público geral quanto aos cientis- 
tas, Crick propôs o que denominou de dogma central. A 
teoria explicava a maioria dos resultados experimentais 
obtidos na época. O dogma central previa que, uma vez 
que a “informação” se tornasse proteína, esta não poderia 
ser revertida. As moléculas que carregam a informação — 
os moldes — são exclusivamente DNA (os genes) e ácido 
ribonucleico (RNA, os transcritos). Em outras palavras, o 
fluxo da informação genética é sempre na direção de 
DNA ou RNA para proteína, mas nunca de proteína para 
DNA ou RNA. Embora nos dias atuais a teoria de Crick 
pareça óbvia, sua descoberta alterou permanentemente a 
lógica da biologia.” 


Geralmente encontra-se o dogma simplificado como 
DNA > RNA > proteína. Essa simplificação indica que a 
dupla hélice de DNA fornece tanto o molde quanto a es- 
tocagem da informação. Mecanismos celulares de trans- 
crição e tradução utilizam a informação codificada no 
DNA para produzir as proteínas que definirão o fenótipo 
e as funções celulares. Atualmente, sabe-se que o dogma 
central é muito mais complexo e os avanços no desenvol- 
vimento de técnicas de biologia molecular têm possibili- 
tado a elucidação tanto da estrutura de genes quanto da 
regulação da expressão gênica, temas que serão aborda- 
dos neste capítulo. 


ESTRUTURA DO DNA E DOS GENES 


A elucidação da estrutura tridimensional foi o ponto 
de partida para a compreensão do funcionamento do 
DNA. Após a descoberta da estrutura molecular da dupla 
hélice de DNA, os cientistas perceberam que, para enten- 
der as bases moleculares da vida, o próximo desafio seria 
desvendar a estrutura e as propriedades do RNA. 

Nos próximos tópicos, será apresentado o mecanis- 
mo geral pelo qual a informação armazenada em um ge- 
ne é transformada em moléculas capazes de direcionar as 
atividades celulares. Para tanto, faz-se necessária a defini- 
ção de algumas estruturas funcionais básicas. 


DNA 


É a molécula que codifica as instruções (informações 
genéticas) utilizadas no desenvolvimento e no funciona- 
mento de todos os organismos vivos e de muitos vírus. A 
maior parte das moléculas de DNA consiste em duas fitas 
de polímeros de unidades básicas (nucleotídeos), enrola- 
das e ligadas entre si por pontes de hidrogênio. Cada nu- 


cleotídeo é composto de uma base nitrogenada aromática 
— guanina (G), adenina (A), timina (T) ou citosina (C) — 
e uma molécula do monossacarídeo desoxirribose, ligada 
a um radical fosfato. O açúcar se liga ao fosfato no carbo- 
no 5” e ao nucleotídeo no carbono 1’. Em razão da especi- 
ficidade da polimerase de adicionar novos nucleotídeos 
ao radical hidroxila do carbono 3); a nomenclatura quí- 
mica dos átomos de carbono do anel aromático do açú- 
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car define a direcionalidade do DNA. Assim, os políme- 
ros de cada fita só podem ser sintetizados in vivo na 
direção 5’ para 3’; o nucleotídeo a montante é denomina- 
do 5’ e o nucleotídeo a jusante, 3’ (pronuncia-se “cinco 
linha” e “três linha”, respectivamente). O pareamento en- 
tre as fitas se dá pela ligação não covalente entre A e T 
(por duas pontes de hidrogênio) e Ge C (por três pontes 
de hidrogênio) (Figura 2.1). Pode-se dizer, de maneira 
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Figura 2.1 Estrutura e composição do DNA. Fonte: adaptada de Alberts et al. 


simplificada, que cada cromossomo é uma longa molé- 
cula de DNA associada a proteínas histonas. 


Histonas 


São proteínas que formam um octâmero a partir de 
duas unidades de cada uma das quatro histonas princi- 
pais (H2A, H2B, H3, H4), as quais funcionam como a 
matriz na qual o DNA dá cerca de duas voltas, formando 
os nucleossomos. Os nucleossomos, por sua vez, são in- 
terligados pela histona H1, uma proteína de ligação en- 
contrada fora do octâmero de histonas e que se liga ao 
DNA nos pontos de entrada e de saída do nucleossomo. 
Essa interação possibilita o empacotamento da cromati- 
na e, consequentemente, permite que os genomas euca- 


rióticos de grandes dimensões caibam dentro do núcleo 
das células. As histonas podem sofrer modificações 
pós-traducionais e, dessa forma, desempenham papel 
fundamental na expressão gênica, por meio de mecanis- 
mos epigenéticos. 


Cromatina 


É o complexo de macromoléculas composto de DNA, 
RNA e histonas que é formado no núcleo das células em 
interfase. Em razão de sua organização compacta, os cro- 
mossomos individuais não são prontamente identificados 
e a maior parte das sequências de DNA está estrutural- 
mente inacessível e funcionalmente inativa. A subunidade 
fundamental da cromatina é o nucleossomo, que corres- 
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ponde a uma sequência de cerca de 200 nucleotídeos eno- 
velados em um octâmero de histonas, o que resulta em 
empacotamento do DNA e em redução do volume para 
uma taxa seis vezes menor que a dupla hélice livre de his- 
tonas. O segundo nível de organização da cromatina é o 
enovelamento em hélice dos nucleossomos, formando 
uma estrutura na forma de fibra. A formação das fibras 
atinge a taxa de empacotamento de cerca de 40 vezes. Por 
fim, as fibras são também empacotadas, resultando no 
terceiro nível de empacotamento, que atinge a taxa de 
1.000 vezes para a eucromatina (menos condensada) e 
10.000 vezes para a heterocromatina (regiões do genoma 
altamente condensadas). Além de sua função primordial 
de reduzir o volume do DNA para que se ajuste ao volume 
celular, a cromatina previne os danos no DNA, facilita a 
mitose e controla a expressão gênica. 


Gene 


É um segmento do DNA com localização cromoss6- 
mica específica (locus) que representa a unidade molecu- 
lar da hereditariedade dos organismos. Também deno- 
minado cistron, um gene tem como função primária 
codificar uma cadeia polipeptídica, mas pode também 
codificar sequências funcionais que são transcritas em 
diferentes tipos de RNA que não traduzem proteínas. 
Uma variante de sequência de DNA similar localizada em 


um locus específico é denominada alelo. O mapeamento 
genético é o processo de determinação do locus relacio- 
nado a um traço biológico particular. 

A estrutura geral de um gene de eucariotos está re- 
presentada na Figura 2.2, na qual é possível observar 
quatro regiões funcionais básicas: região a montante não 
traduzida (5-UTR; 5” untranslated region), éxons, ín- 
trons e região a jusante não traduzida (3’-UTR; 3’ un- 
translated region). No contexto de estudos genéticos e de 
biologia molecular, tradução é o processo pelo qual os 
ribossomos sintetizam proteínas a partir do molde de 
RNA mensageiro (RNAm). Exon é qualquer segmento de 
um gene que é representado no RNAm maduro. Íntron é 
um segmento que é transcrito em RNA primário, mas 
que é removido para a formação do RNAm maduro. Cer- 
ca de 97% dos genes humanos possuem íntrons, e apenas 
3% apresentam sequência de DNA idêntica ao transcrito 
maduro (isto é, são genes sem introns). De forma contrá- 
ria, a maioria dos genes de procariotos não possui ín- 
trons. 

As porções 5’-UTR e 3’-UTR de um gene têm fun- 
ção regulatória e estrutura mais complexa. Todos os ge- 
nes possuem regiões regulatórias, e as localizadas na 
porção 5’°-UTR são as responsáveis pelo início da trans- 
crição. A montante do sítio de iniciação da transcrição 
existem diferentes combinações de sequências específi- 
cas do DNA, cada uma reconhecida por sua proteína 
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Figura 2.2 Estrutura geral de um gene de eucariotos. Na ilustração hipotética, o gene é composto de três éxons e dois introns. O transcrito primário 
(RNAm) é composto de éxons e introns, ou seja, regiões codificadoras e não codificadoras de proteínas, respectivamente. Já o transcrito maduro é 
formado a partir do processo de splicing, no qual há retirada dos introns, restando a região codificadora (ORF, open reading frame), a região 5'-UTR 
e a região 3'-UTR. Fonte: adaptada de Alberts et al.º 


correspondente de ligação ao DNA. Essas proteínas são 
denominadas fatores de transcrição. Cada combinação 
de sequência de DNA e fator de transcrição cognato 
constitui um módulo de controle. A essência da regula- 
ção transcricional de eucariotos é usar diferentes combi- 
nações de um grande número de módulos de controle 
para a regulação da expressão de cada gene.’ 
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Os segmentos de DNA de cada módulo de controle 
podem ser divididos em três regiões principais: elemen- 
tos promotores centrais ou basais, elementos promotores 
proximais e elementos promotores distais (enhancers) 
(Figura 2.3). Outros elementos também podem partici- 
par da regulação da transcrição; por exemplo, sequências 
de DNA que definem segmentos distintos e limitam a re- 
gião de ativação da cromatina — denominadas insulators 
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Figura 2.3 Ilustração hipotética de localização e composição das regiões regulatórias de um gene. A figura destaca a localização do promotor 
central e de alguns elementos promotores proximais, com suas respectivas sequências consenso. Para ilustrar outros possíveis elementos regu- 
latórios, na parte superior da figura foram incluídos um enhancer e um insulator. Fonte: adaptada de Geyer® 


— são reconhecidas por proteínas que induzem a forma- 
ção de loops, prevenindo a interação de um enhancer com 
um gene fora do loop.’ 

O elemento promotor central mais bem caracteriza- 
do é o TATA box, uma sequência de DNA rica em nucleo- 
tídeos A e T, localizado 25 nucleotídeos a montante do 
sítio de início da transcrição. O TATA box é reconhecido 
por um dos fatores de transcrição basal que, combinado 
com a RNA polimerase II e outros fatores de transcrição 
basais, formam o complexo de pré-iniciação da transcri- 
ção ou maquinaria de transcrição.” 

Um gene pode ter mais de um promotor, o que resul- 
ta em transcritos com diferentes extensões da terminação 
5. Alguns genes possuem promotores fortes, ou seja, se- 
quências consenso que se ligam de maneira mais eficien- 


te à maquinaria de transcrição, enquanto outros pos- 
suem promotores fracos, cujas ligações são menos 
frequentes. A relevância funcional desses diferentes pro- 
motores é que permitem taxa de transcrição alta ou bai- 
xa, respectivamente.” 

A 3-UTR corresponde à região imediatamente a ju- 
sante do códon de terminação do gene, mas que também 
é transcrita no RNAm primário. A 3’-UTR é menos con- 
servada que a 5-UTR, ou seja, possui sequências diferen- 
tes entre os genes, mas também contém regiões regulató- 
rias. Diferente da 5’-UTR, a regulação exercida pela 
3-UTR tem caráter predominantemente pós-transcri- 
cional, por meio de mecanismos que controlam a estabi- 
lidade e a eficiência de tradução do RNAm, especialmen- 
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te por conter sítios de ligação de proteínas regulatórias e 
de microRNA.’ 

Os genes de eucariotos são geralmente transcritos de 
maneira isolada; entretanto, regiões não codificantes, co- 
mo alguns clusters de microRNA, compartilham um pro- 
motor comum. De forma contrária, a maioria dos genes 
de procariotos é organizada em operons, que são grupos 
de genes com funções relacionadas e que são transcritos 
como uma unidade.'º 


MAQUINARIA DE TRANSCRIÇÃO 


Aspectos gerais 


Como descrito anteriormente, o transcrito do DNA 
contém uma sequência codificadora, que será traduzida 
em determinada proteína, e sequências regulatórias que 
dirigem e regulam a síntese dessa proteína. Na medida 
em que o DNA é formado por duas fitas complementares 
eo RNAm por uma fita simples, apenas uma fita do DNA 
serve como molde para a transcrição. A outra fita terá 
sequência idêntica ao RNAm, exceto pela substituição da 
base nitrogenada timina (T) por uracila (U). A fita idên- 
tica ao RNAm é denominada fita codificadora, enquanto 
a complementar é denominada fita molde. Em razão da 
propriedade da enzima RNA polimerase de adicionar 
nucleotídeos apenas à terminação 3º do RNAm nascente, 
durante a transcrição o DNA é lido no sentido 3’ para 5’, 
à medida que o transcrito é gerado no sentido 5’ para 3º! 

A molécula de RNAm também difere do DNA pela 
presença de uma ribose no lugar da desoxirribose ligada 
a cada base nitrogenada. Apesar de apresentarem dife- 
renças químicas sutis, DNA e RNA apresentam diferen- 
ças estruturais importantes. Enquanto o DNA ocorre na 
forma de hélice de fita dupla, o RNA é formado por uma 
fita simples, que pode se dobrar e adquirir uma estrutura 
tridimensional particular — semelhante ao que ocorre 
com uma cadeia polipeptídica durante a formação de 
uma proteína. Isso confere ao RNA a capacidade de ad- 
quirir funções estruturais e catalíticas precisas. O RNAm 
foi primeiramente identificado em 1961 pelos franceses 
François Jacob e Jacques Monod.” 

A unidade ativa de transcrição de um gene é denomi- 
nada maquinaria de transcrição. Essas unidades são ob- 
servadas em regiões discretas agrupadas no núcleo, nas 
quais percebe-se a presença da enzima RNA polimerase 
na região promotora do gene. RNA polimerases são enzi- 
mas grandes compostas de muitas subunidades, que têm 
como função catalisar a produção do RNAm a partir de 
um gene ativo. Tipicamente, as RNA polimerases for- 
mam complexos com outros fatores que, em geral, sinali- 


zam que o gene deve ser transcrito. Em eucariotos, exis- 
tem três tipos de RNA polimerases: (1) RNA polimerase I, 
que transcreve os genes que codificam a maioria dos 
RNA ribossômicos (RNAr); (2) RNA polimerase III, que 
transcreve a subunidade menor do RNAr, os RNA trans- 
portadores (RNAt) e pequenas moléculas de RNA com 
função regulatória; (3) RNA polimerase II, que transcre- 
ve os RNAm e microRNA. 


Etapas envolvidas na transcrição gênica 


A expressão gênica de eucariotos é um processo bas- 
tante complexo, inicialmente porque, como já menciona- 
do, existem três classes distintas de RNA polimerases que 
catalisam a transcrição. Além disso, muitos genes pos- 
suem sequências regulatórias distais — os enhancers — que 
controlam sua ativação por ligação com proteínas que 
alteram a estrutura tridimensional do DNA, permitindo 
que a RNA polimerase II seja atraída para a região pro- 
motora. Por fim, em razão do elevado grau de compacta- 
ção do DNA de eucariotos, a transcrição necessita de um 
número considerável de proteínas especializadas, as quais 
auxiliam na acessibilidade da fita molde. 

A primeira etapa do processo básico de transcrição é 
a iniciação, quando a RNA polimerase II se liga em se- 
quéncias especializadas a montante (5°) da região codifi- 
cadora do gene — a região promotora. Como a RNA poli- 
merase II não pode iniciar a transcrição por si só, a 
iniciação começa com a formação de um complexo de 
proteínas, denominadas fatores de transcrição, no pro- 
motor central do gene que será transcrito. Essa etapa au- 
xilia o posicionamento da RNA polimerase II na região 
de iniciação da transcrição. Além da RNA polimerase II, 
vários fatores de transcrição e componentes reguladores 
adicionais, como coativadores e complexos de remodela- 
ção da cromatina, formam o complexo de iniciação.” 

A RNA polimerase II se move ao longo da cadeia 
molde de DNA em direção à extremidade 5º (sentido 3’ 
— 5’ do DNA). Nesse processo, a fita dupla de DNA é 
temporariamente desenrolada e a fita nascente de RNA 
cresce da sua extremidade 5’ para a direção 3. A RNA 
polimerase II catalisa a hidrólise de trifosfatos de ribo- 
nucleosídeos, formando monofosfatos de ribonucleosí- 
deos que serão polimerizados na cadeia nascente, em 
um processo chamado elongação. Na temperatura de 37°C, 
a taxa estimada de adição de novos nucleotídeos é de 22 
a 25 nucleotídeos por segundo. Durante a síntese, a 
RNA polimerase II se associa a uma série de proteínas 
que atuam como fatores de elongação, as quais impe- 
dem que a polimerase se dissocie precocemente do 
RNAm, antes que a transcrição esteja completa.” 


As sequências de terminação são encontradas próxi- 
mas às extremidades das sequências não codificadoras. 
Em eucariotos, a terminação da transcrição ocorre por 
diferentes processos, que dependem da polimerase en- 
volvida. A transcrição catalisada pela RNA polimerase II 
pode continuar por centenas de nucleotídeos após a re- 
gião codificadora, mas parte deles é removida por meio 
de dois mecanismos que ocorrem de forma coordenada 
com a terminação: a clivagem e a poliadenilação da extre- 
midade 3°.” 


Processamento do RNAm 


Em eucariotos, a transcrição é apenas a primeira eta- 
pa necessária para produzir uma molécula de RNAm 
madura. Durante e após a fase de elongação, o RNAm 
primário é submetido a três tipos de processamento: (1) 
a adição de um nucleotídeo particular na sua terminação 
5 (capping, traduzido como capeamento); (2) a excisão 
dos introns e união dos éxons adjacentes (splicing*); e (3) 
a clivagem e poliadenilação da extremidade 3’ do RNA. 

Tão logo a RNA polimerase II inicia a síntese de 
RNA, a extremidade 5’ do RNA nascente é modificada 
pelo capeamento, que consiste na adição de uma guanina 
modificada (GMP — metil guanosina). O capeamento de- 
pende da ação sequencial de três enzimas: (1) uma fosfa- 
tase, que remove o fosfato da extremidade 5”; (2) uma 
guanil transferase, que adiciona uma guanina; e (3) uma 
metil transferase, que adiciona um radical metil na gua- 
nina, formando o GMP. Ainda no núcleo, os RNAm que 
sofreram capeamento se ligam a um complexo proteico 
que facilitará o processamento e a exportação nuclear do 
RNAm maduro. Apenas os produtos da RNA polimerase 
II são capeados.º 

A maior parte dos genes de eucariotos apresenta se- 
quências interdispersas que não codificam proteínas. Es- 
sas sequências, denominadas íntrons, são transcritas jun- 
to com os éxons e precisam ser removidas para a formação 
do RNAm maduro que servirá como molde para síntese 
proteica. A remoção dos introns e a junção dos éxons é 
denominada splicing." 

A maquinaria que catalisa a remoção dos introns é 
complexa e inclui cinco moléculas adicionais de RNA nu- 
cleares pequenos (RNAsn) e centenas de proteínas que pro- 
movem a transesterificação coordenada dos nucleotídeos 
das junções entre dois éxons. O mecanismo requer o reco- 
nhecimento de sequências consenso pequenas e pouco 
conservadas. Estas se localizam não apenas nas extremida- 
des 5’ e 3; mas também na porção interna do intron que 


* Na língua portuguesa não existe um termo preciso para tradu- 
ção desse fenômeno biológico. 


Expressão gênica 


será excisado. Em razão da variabilidade dessas sequências 
e do tamanho dos íntrons, seu reconhecimento tem sido 
um grande desafio científico.” 

A unidade catalítica da maquinaria responsável pelo 
processamento é denominada spliceosoma e é composta 
pelos RNAsn e por várias ribonucleoproteínas nucleares 
pequenas (RNPsn). Assim, diferentemente do capeamen- 
to e da poliadenilação do RNA, as reações catalíticas en- 
volvidas na remoção dos íntrons são mediadas por RNA. 
Os RNAsn reconhecem, por pareamento de bases, as três 
sequências consenso do RNA que será processado. Cada 
splincing, por meio de duas reações sequenciais de tran- 
sesterificação, promove a junção de dois éxons e a remo- 
ção de um intron, formando a estrutura de um laço (la- 
riat) é 

Por fim, na terceira forma de processamento do 
RNA, sequências consenso da 3’-UTR transcrita são re- 
conhecidas por proteínas específicas ligantes de RNA, em 
especial as proteínas denominadas CstF (cleavage stimu- 
lation factor) e CPFS (cleavage and polyadenylation speci- 
fic factor). Uma vez ligadas ao RNAm nascente, ocorre 
uma sequência de eventos, alguns ainda pouco com- 
preendidos. Resumidamente, o RNA é separado da poli- 
merase e uma enzima, a poli-A polimerase, adiciona cerca 
de 200 nucleotídeos adenina na extremidade 3’ produzi- 
da na clivagem. O nucleotídeo precursor da cauda poli-A 
é o ATP, e a síntese da cauda segue os mesmos princípios 
da síntese de RNA, exceto pela ausência de fita molde.” 

Apenas as moléculas de RNAm corretamente proces- 
sadas passam através dos poros nucleares para atingir o 
citoplasma, onde são traduzidas em proteínas. 


Principais mecanismos envolvidos na regulação 
da expressão gênica 


Conceitos básicos sobre expressão gênica 


Transcrição e tradução são os processos pelos quais as 
células tornam ativas as instruções contidas em seus genes. 
A expressão dos genes de eucariotos é regulada primaria- 
mente no início da transcrição, processo que é controlado 
por proteínas que se ligam em sequências regulatórias es- 
pecíficas e que modulam a atividade da RNA polimerase. 
Em outras palavras, dois elementos com ação combinada 
compõem o mecanismo central da regulação da transcri- 
ção: sequências específicas do DNA, conhecidas como ele- 
mentos em cis, ou seja, “do mesmo lado”, e proteínas regu- 
latórias — os elementos em trans. Os principais elementos 
de ação em cis são os promotores e os enhancers. Os ele- 
mentos em trans são os fatores de transcrição, os coativa- 
dores e os correpressores. 
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Os genes transcritos pela RNA polimerase II apre- 
sentam dois promotores centrais em cis. O primeiro, de- 
nominado TATA box (sequência consenso TATTAA), se 
localiza cerca de 25 pb a montante do sítio de iniciação e 
constitui o único elemento promotor que tem localiza- 
ção relativamente fixa. O TATA box é o sítio de ligação de 
fatores de transcrição gerais, de histonas e da RNA poli- 
merase II. O segundo é o elemento iniciador (INR), que 
atua como sítio de ligação específico para os diferentes 
fatores de transcrição.!* 

Durante a transcrição, a proteína TBP (proteína li- 
gante de TATA) se liga ao TATA box e desenrola a dupla 
fita de DNA. A separação das fitas nessa região é favoreci- 
da pela sequência rica em AT, na medida em que as inte- 
rações entre A e T são mais fracas que aquelas entre C e 
G. Fatores de transcrição da RNA polimerase II (TFII) 
também se ligam no TATA box e, em conjunto, são reco- 
nhecidos pela RNA polimerase II. Embora muitos genes 
humanos não possuam TATA box e utilizem o INR ou 
promotores a jusante, a ligação da TBP está sempre en- 
volvida no início da transcrição. Assim, o INR é um pro- 
motor central com função similar ao TATA box, na medi- 
da em que é sítio de ligação de TBP e de TFII.!º 

Existem outros elementos regulatórios em cis locali- 
zados a montante do TATA box, que são regiões de ligação 
de diversos fatores de transcrição. Os enhancers aumen- 
tam a taxa de transcrição de um gene, compensando um 
promotor fraco. Em geral estão localizados a milhares de 
bases a montante do sítio de início da transcrição. Seme- 
lhante aos promotores, os enhancers se ligam a fatores de 
transcrição. Entretanto, uma diferença fundamental é 
que, em função de sua localização, a atividade transcri- 
cional dos enhancers depende do dobramento do DNA, 
de forma que este promova a interação entre fatores de 
transcrição ligados aos enhancers e à maquinaria trans- 
cricional.° 


Fatores de transcrição, coativadores e correpressores 


A partir dos conceitos expostos anteriormente, po- 
de-se afirmar que fatores de transcrição são proteínas 
(elementos em trans) que se ligam tanto nos promotores 
quanto nos enhancers dos genes ativos. 

Os fatores de transcrição gerais, ou seja, aqueles que 
se ligam aos promotores centrais TATA box e INR, são 
denominados TFII (transcription factor II). A ativação 
dos promotores gerais pelos TFII pode ser resumida na 
seguinte sequência: 


1. TFIID se liga ao TATA box. 
2. TFIIA se liga ao TFIID a montante. 
3. TFIIB se liga ao TFIID a jusante. 


4. RNA polimerase II se liga ao complexo de TFII 
previamente formado. 

5. Outros TFH, como TFIIF, TFHE e TFIIH, se asso- 
ciam e a transcrição é iniciada. 

6. RNA polimerase II se desloca ao longo do gene, 
dissociada de TFIID e TFIIA. 

7. TFIID e TFIIA permanecem ligados ao promotor 
central, onde poderão ancorar moléculas adicionais à 
RNA polimerase II. 


O complexo proteico formado pela RNA polimera- 
se II e os TFII é denominado complexo transcricional 
basal (BTC, basal transcription complex), o sistema mí- 
nimo necessário para a transcrição e, em geral, tem bai- 
xa atividade. A atividade adequada à resposta celular 
necessária é modulada pela ligação de fatores de trans- 
crição adicionais nas outras regiões regulatórias, que 
estimulam o BTC." 

Assim, pode-se separar os fatores de transcrição em 
dois tipos: 


E Fatores de transcrição gerais, que fazem parte da 
maquinaria básica ligada aos promotores ativados pela 
RNA polimerase II. 

E Fatores de transcrição adicionais, que se ligam em 
sequências que podem ser específicas de um gene. 


Estes últimos constituem o repertório de fatores de 
transcrição que regula a expressão gênica e determina o 
fenótipo celular em determinada condição fisiológica 
ou patológica. Em outras palavras, esses fatores de trans- 
crição são elementos críticos que garantem que deter- 
minados genes sejam expressos na célula, no tempo e na 
quantidade corretos, dependendo das necessidades do 
organismo e de estímulos ambientais. Os principais fe- 
nômenos biológicos de eucariotos que dependem dos 
fatores transcricionais adicionais incluem: 


E Desenvolvimento: a ativação ou inativação de ge- 
nes em resposta a estímulos é fundamental na morfolo- 
gia celular. As famílias dos principais fatores de transcri- 
ção reguladores do padrão de formação dos organismos 
multicelulares estão representadas na Tabela 2.1. 

E Controle do ciclo celular: alguns fatores de trans- 
crição, em especial os que são codificados por oncogenes 
ou por genes supressores de tumor, são reguladores do 
ciclo celular. Exemplos desses genes com funções impor- 
tantes no crescimento celular são os oncogenes MYC, 
MYB, FOS e JUN. 

E Comunicação celular: as células de um organismo 
se comunicam entre si por meio de moléculas liberadas 
que produzem ações específicas na célula-alvo. Uma clas- 


se importante dessas moléculas é a dos hormônios este- 
roides, cujos receptores intracelulares se ligam em regiões 
do DNA e regulam a atividade transcricional de diversos 
genes. Os receptores de glicocorticoides (GR), de estrogê- 
nios (ER) e de progesterona (PR) são exemplos de recep- 
tores nucleares que atuam como fatores de transcrição 
ativados por estímulo hormonal. 

E Resposta ao ambiente: além da ação direta dos hor- 
mônios, estímulos ambientais também têm como alvo 
fatores de transcrição. Por exemplo, o fator de choque 
térmico (HSF, heat shock factor) ativa a transcrição gênica 
em resposta a altas temperaturas, enquanto o fator indu- 
zido por hipóxia (HIF, hypoxia inducible factor) é ativado 
quando há redução da concentração de oxigênio. 


Tabela 2.1 Exemplos de fatores de transcrição envolvidos no 
desenvolvimento celular 


Família Fator de transcrição Algumas funções 
HOX Hoxa-1, Hoxb-2 etc. Formação axial 
POU Pit-1, Unc-86, Oct-2 Desenvolvimento 

hipofisário e neural 
LIM Lim-1, Forkhead Desenvolvimento cranial 
Pax Pax1, 2, 3 etc. Especificação neural; 
desenvolvimento ocular 
bHLH MyoD, achaete Especificação muscular 
e neural 
Diferenciação hepática; 
bZip C/EBP, AP1 especificação do tecido 
adiposo 
Desenvolvimento 
Zinc finger WT1, Kriippel das gônadas, rins e 
macrófagos 
Receptor de Determinação 
Receptores glicocorticoide, receptor sexual secundária, 
hormonais de estrógeno, receptor de desenvolvimento 
nucleares testosterona, receptor de craniofacial e dos 


ácido retinoico membros 


Um terceiro nível de complexidade da regulação da 
transcrição gênica é dado por correguladores, que são 
proteínas que interagem com os fatores de transcrição. 
Essas proteínas — conhecidas como coativadores e corre- 
pressores — têm como função, respectivamente, aumentar 
ou reduzir a expressão de um gene. Entretanto, a caracte- 
rística de ambas é a de ligar-se aos fatores de transcrição, 
mas não diretamente no DNA. Em geral, os coativadores 
e correpressores competem pelo mesmo sítio de ligação 
nos fatores de transcrição. Alguns coativadores têm ativi- 
dade enzimática de histona acetiltransferase, promoven- 
do o relaxamento da cromatina e o aumento da acessibili- 
dade ao DNA pela acetilação das histonas. Por sua vez, 
correpressores podem recrutar desacetilases, que remo- 
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vem o radical acetil das histonas, tornando a cromatina 
mais compacta e menos acessível à maquinaria de trans- 
crição. 

Centenas de coativadores e correpressores já foram 
identificados, e grande parte destes se liga aos receptores 
nucleares (por exemplo, os receptores de glicocorticoi- 
des). As proteínas CBP (CREB-binding protein) e p300 são 
exemplos de coativadores que regulam a expressão gênica 
tanto pelo relaxamento da cromatina dependente da ati- 
vidade intrínseca de histona acetiltransferase quanto pelo 
recrutamento da maquinaria de transcrição basal.” 


Eucromatina e heterocromatina 


A cromatina é um complexo formado primariamen- 
te por DNA, RNA e histonas, com capacidade de enove- 
lamento e, por isso, permite que o DNA seja compactado 
de forma adequada ao volume celular. Entretanto, o grau 
de compactação do DNA não é homogêneo e duas for- 
mas com estrutura e função distintas podem ser observa- 
das nos genomas de eucariotos: a eucromatina, que com- 
preende as regiões menos compactadas da cromatina, e a 
heterocromatina, que compreende as regiões altamente 
compactadas. Nos procariotos, a única forma de croma- 
tina presente é a eucromatina, o que indica que a forma- 
ção da heterocromatina evoluiu com o aparecimento do 
núcleo celular, de forma a adaptar o tamanho do genoma 
de eucariotos ao volume nuclear." 

Essas duas formas foram originalmente identificadas 
em análises citológicas. A eucromatina tem coloração 
menos intensa, enquanto a heterocromatina tem colora- 
ção mais acentuada, indicando compactação do material 
genético. Entretanto, evidências indicam a presença de 
pelo menos quatro outros estados da cromatina, relacio- 
nados a diferentes combinações de marcadores epigené- 
ticos? 

Por constituir as regiões menos compactadas do 
DNA, a eucromatina é a porção mais ativa do genoma. 
Sua estrutura desdobrada permite que os fatores de trans- 
crição e a RNA polimerase se liguem ao DNA e iniciem a 
transcrição. Entretanto, nem toda eucromatina é necessa- 
riamente transcrita e as regiões dos genes que não neces- 
sitam ser expressos podem ser condensadas na forma de 
heterocromatina. Assim, há uma relação direta entre a 
proporção de eucromatina e o estado de atividade trans- 
cricional de uma célula. Diversos genes estão localizados 
em regiões nas quais a eucromatina aparece de forma 
constitutiva. Esses genes, sempre transcritos, são denomi- 
nados genes constitutivos (housekeeping genes) e codifi- 
cam proteínas necessárias às funções básicas da célula.” 

A heterocromatina pode variar entre as formas cons- 
titutiva e facultativa. Ambas participam da regulação da 


23 


24 Genômica nutricional 


expressão gênica, porém por mecanismos distintos. A he- 
terocromatina constitutiva tem função estrutural, é fre- 
quentemente encontrada em regiões como centrômeros 
e telômeros e sua característica estrutural está relaciona- 
da à inativação dos genes próximos a ela. Por sua vez, a 
formação da heterocromatina facultativa é resultado de 
outros eventos, como a desacetilação de histonas promo- 
vida pelos correpressores. Sob o ponto de vista funcional, 
a heterocromatina também mantém a integridade dos 
cromossomos. As fitas de DNA acessíveis podem ser in- 
terpretadas erroneamente, ser alvos de mecanismos de 
reparo do DNA e desencadear a parada do ciclo celular.” 

A heterocromatina constitutiva é observada em to- 
das as células de determinada espécie. Em humanos, to- 
dos os cromossomos Y, 1,9 e 16 contêm extensas regiões 
de heterocromatina constitutiva. Já a heterocromatina 
facultativa não é encontrada em todos os tipos celulares 
de uma espécie; ademais, uma região de determinado 
cromossomo pode estar na forma de heterocromatina fa- 
cultativa em um tipo celular e na forma de eucromatina 
em outro. Isso indica que essas regiões são reguladas e, 
frequentemente, estão associadas à morfogênese e à dife- 
renciação celular.” 

Certos estados de cromatina podem ser diretamente 
transmitidos de uma célula para suas descendentes. Co- 
mo essa memória é baseada na estrutura, mas não na se- 
quência do DNA, constitui-se em uma forma de herança 
epigenética. O prefixo epi significa “sobre”, portanto, re- 
presenta uma forma de herança que se sobrepõe à heran- 
ça genética baseada na sequência do DNA. A heterocro- 
matina é uma dessas formas; quando uma célula se 
divide, as células descendentes geralmente apresentam a 
heterocromatina nas mesmas regiões do DNA encontra- 
das na célula-mãe.? 


Metilação do DNA e modificação de histonas 


Nos vertebrados, a metilação de citosinas é um meca- 
nismo central de regulação epigenética. Metilação do 
DNA é o termo usado para a reação que liga covalente- 
mente um radical metil às bases citosina do DNA, catali- 
sada pelas DNA metil-transferases (DNMT). A metilação 
de citosinas a montante do gene inibe a expressão gênica. 
Em células somáticas, esta ocorre tipicamente em grupa- 
mentos de nucleotídeos CG, conhecidos como ilhas CpG 
(do inglês, Cytosine-phosphate-Guanine). Na medida em 
que as sequências das ilhas CG pareiam com sequências 
idênticas da fita complementar, ambas as fitas podem ser 
metiladas. Isso permite que o padrão de metilação de uma 
célula possa ser transmitido para as células-filhas durante 
a divisão celular. 


A metilação das citosinas não altera o pareamento e a 
replicação do DNA, que, ao final do processo, resulta em 
uma dupla hélice formada pela fita metilada (mãe) e uma 
fita não metilada (filha). Uma enzima denominada me- 
til-transferase de manutenção reconhece a fita metilada e 
promove a metilação da fita replicada.° 

A metilação do DNA auxilia na repressão da transcri- 
ção por diferentes mecanismos. Primeiro, os radicais me- 
til dificultam a ligação de fatores de transcrição ao DNA. 
Segundo, as células possuem proteínas que se ligam espe- 
cificamente ao DNA metilado, entre as quais as enzimas 
modificadoras de histonas.° 

O genoma humano contém cerca de 20 mil ilhas 
CpG e cerca de 70% dos genes codificadores de proteinas 
apresentam essas ilhas nas regiões promotoras. Entretan- 
to, existem mecanismos que mantêm as ilhas CpG não 
metiladas, os quais são mediados por proteínas que pro- 
tegem as sequências CG da ação das DNA metil-transfe- 
rases ou atraem DNA desmetilases.” 

As alterações de expressão gênica por metilação do 
DNA costumam ser permanentes, o que previne uma cé- 
lula diferenciada de retornar à forma de célula-tronco ou 
de se converter a um tipo celular diferente. Assim, a meti- 
lação do DNA é essencial para o desenvolvimento normal 
de um organismo, mas também está associada a proces- 
sos fundamentais, como imprinting genômico, inativação 
do cromossomo X, supressão de elementos repetitivos e 
carcinogênese.? 

Mencionou-se anteriormente que a subunidade fun- 
damental da cromatina — o nucleossomo — é formada por 
uma sequência de cerca de 200 nucleotídeos organizados 
por um octâmero de histonas. Além de sua propriedade 
de permitir o empacotamento do DNA, essas proteínas 
têm função central na regulação da expressão gênica. 

Histonas são proteínas alcalinas, altamente conser- 
vadas e localizadas no núcleo de eucariotos. Existem 
cinco grandes classes de histonas, H1/H5, H2A, H2B, H3 
e H4, compostas de dezenas de proteínas. As histonas 
H1/H5 são proteínas de ligação, enquanto as classes 
H2A, H2B, H3 e H4 compõem o grupo das histonas es- 
senciais, que possuem estrutura similar e participam do 
centro do nucleossomo. As histonas essenciais podem 
sofrer modificações covalentes que alteram suas intera- 
ções com o DNA e com proteínas reguladoras da trans- 
crição. As histonas H3 e H4 possuem longas terminações 
que se estendem para fora dos nucleossomos, o que favo- 
rece modificações covalentes em vários aminoácidos. 
Essas modificações incluem reações de fosforilação, me- 


tilação, acetilação, ubiquinação, SUMOilação*, ADP-ri- 
bosilação e citrulinação.” 

Cabe destacar que já foram descritas inúmeras modi- 
ficações de histonas, mas as funções da maioria delas ain- 
da são desconhecidas. Acredita-se que tais modificações 
compõem o “código das histonas”, no qual a combinação 
de diferentes modificações em distintas histonas deve ter 
uma função específica. Detalhes mais específicos podem 


ser obtidos no Capítulo 5. 


MicroRNA 


Em 1986, cientistas de várias partes do mundo se re- 
uniram para avaliar a possibilidade de uma colaboração 
científica internacional que tinha como objetivo a deco- 
dificação de toda a informação contida no genoma hu- 
mano. Dessa proposta surgiu, alguns anos mais tarde, o 
Projeto Genoma Humano (PGH). 

Na época, era amplamente aceito que os cerca de três 
bilhões de pares de bases do genoma formavam entre 50 
e 150 mil genes codificadores de proteínas. Essa hipótese 
explicava os eventos complexos envolvidos no desenvol- 
vimento embrionário humano e no funcionamento dos 
tecidos na vida pós-natal. 

Com a conclusão do PGH em 2003, observou-se que 
os cerca de 25 mil genes identificados e mapeados” não 
explicavam a complexidade dos eventos biológicos. O 
restante do DNA não codificador, denominado na época 
junk DNA (DNA “lixo”), despertou interesse pela proba- 
bilidade de uma fração correspondente a mais de 98% 
do genoma poder servir a uma função particular. Os ge- 
nes codificadores de proteínas são geralmente regulados 
por fatores de transcrição que atuam como reguladores 
a jusante do gene. Entretanto, a possibilidade de molé- 
culas de RNA não codificadoras alterarem a expressão 
proteica parecia improvável na época. Um dos principais 
avanços para a elucidação dos mecanismos de regulação 
da informação genética surgiu da descoberta dos mi- 
croRNA (miRNA).% 

miRNA é a denominação de moléculas endógenas de 
RNA que, em sua fase madura, possuem entre 18 e 25 
nucleotídeos e que atuam no processo de silenciamento 
da expressão gênica por meio da regulação negativa da 
taxa de tradução de RNAm específicos. O primeiro 
miRNA foi descoberto em 1993 por meio de rastreamen- 
to genético de mutações em C. elegans.* Desde então, 
milhares de miRNA já foram identificados ou caracteri- 
zados em diferentes espécies. 


* SUMO (small ubiquitin-like modifier) são pequenas proteínas 
similares às ubiquitinas. Quando ligadas covalentemente a outras 
proteínas, alteram suas funções. 
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Regiões que transcrevem miRNA encontram-se dis- 
tribuídas em todo o genoma em duas localizações bási- 
cas: em regiões intergênicas e dentro de regiões codifica- 
doras de proteínas, principalmente compondo parte de 
íntrons. No primeiro caso, regiões que codificam miRNA 
possuem promotores que contribuem para a regulação 
de sua expressão. Grande parte desses miRNA encon- 
tra-se agrupada (clusters), ou seja, mais de um miRNA 
maduro é produzido a partir de um único transcrito pri- 
mário, denominado RNA policistrônico. Além disso, a 
maior parte dos clusters contém mais de uma cópia de 
determinado miRNA, o que promove rápido aumento na 
síntese dessas moléculas em condições específicas, carac- 
teristica que permite a regulação efetiva dos genes alvos.” 

Além dos miRNA policistrônicos, diversos miRNA 
são encontrados em regiões intrônicas de determinados 
genes. Quando os miRNA são produzidos a partir do pro- 
cessamento de um pré-RNAm, a coexpressão geralmente 
envolve o silenciamento de genes de ação antagônica à 
do gene hospedeiro, permitindo maior resposta fenotípi- 
ca à sua expressão.” Além disso, há indícios de coevolu- 
ção entre o gene hospedeiro e o miRNA intrônico.”? 

Independentemente da origem genômica, a biogêne- 
se de miRNA envolve uma série de processos comuns pa- 
ra todos esses transcritos. De forma geral, a primeira eta- 
pa de síntese de miRNA é a transcrição do gene específico 
pela atividade da RNA polimerase II ou, ocasionalmente, 
da RNA polimerase III, originando uma molécula inter- 
mediária com tamanho bastante superior ao miRNA ma- 
duro denominada miRNA primário (pri-miRNA). Os 
pri-miRNA estão sujeitos à complementariedade de ba- 
ses em regiões específicas, o que resulta na formação de 
estruturas secundárias com característica física de gram- 
pos (hairpins). Posteriormente, os pri-miRNA são cliva- 
dos por uma RNAse nuclear da classe HI denominada 
Drosha, em processo que implica a liberação dos hairpins 
e a consequente formação dos miRNA precursores de 
cerca de 60 nucleotídeos (pré-miRNA).º9º 

Os pré-miRNA são transportados para fora do nú- 
cleo pela ação de uma proteína de exportação, denomina- 
da exportina 5. Uma vez no citoplasma, esses transcritos 
são imediatamente processados pela RNAse III citoplas- 
mática Dicer, que catalisa a retirada da alça que liga as fi- 
tas paralelas do duplex, promovendo a formação dos 
miRNA maduros que serão incorporados a um complexo 
proteico de silenciamento do RNAm (RISC, RNA-indu- 
cing silencing complex), composto de uma das fitas oriun- 
das do duplex e por proteínas citoplasmáticas denomina- 
das proteínas argonautas (AGO), TARBP (the human 
immunodeficiency virus transactivating response RNA-bin- 
ding protein) e PACT (interferon-inducible double stran- 
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ded RNA-dependent protein kinase activator A). A escolha 
da fita para composição do RISC dependerá da estabili- 
dade termodinâmica das duas pontas do duplex. A fita 
que não é inicialmente utilizada pode ser descartada e 
degradada por nucleases citosólicas ou compor outro 
RISC. Quando isso acontece, identificam-se as diferentes 
fitas oriundas de um mesmo pré-miRNA com o sufixo 
-3p ou -5p, de acordo com a ponta livre. 

A regulação negativa da expressão exercida pelos 
miRNA é dependente da sua ligação a sequências com- 
plementares no RNAm alvo. Essa ligação permite a regu- 
lação pós-transcricional por indução da supressão/redu- 
ção da síntese proteica e/ou degradação do RNAm alvo. 
Uma vez montado o complexo de silenciamento, a fita 
do miRNA atua como guia para a localização de sequên- 
cias complementares nos RNAm alvos e o complexo é 
acoplado nessa molécula. 


Foram identificados mais de 2.500 miRNA humanos 
maduros, cujas sequências estão disponíveis em bancos 
de dados públicos (por exemplo, miRBase Sequence Da- 
tabase, www.mirbase.org). Acredita-se que cerca de 30% 
dos transcritos sejam regulados por miRNA; porém, a 
caracterização dos alvos funcionais tem sido uma tarefa 
desafiadora. Isso se deve ao fato de que cada miRNA po- 
de potencialmente regular centenas de transcritos dife- 
rentes e o mesmo gene pode ser regulado por muitos 
miRNA. Potenciais genes alvos dos miRNA podem ser 
rastreados utilizando-se ferramentas computacionais, 
várias delas de domínio público. 

Assim, dos milhares de miRNA identificados, apenas 
uma parcela teve seus alvos validados experimentalmente. 
Além dos resultados obtidos nas diversas áreas que já têm 


Tabela 2.2 Principais tipos de RNA endógenos 


Tipo Descrição 
RNAm RNA mensageiro 
RNAr RNA ribossômico 
RNAt RNA transportador 
snRNA RNA nuclear pequeno 


snoRNA RNA nucleolar pequeno 
miRNA MicroRNA 

siRNA RNA de interferência pequeno 
piRNA RNA de interação com Piwi 
lenRNA RNA não codificador longo 


consistentemente estudado a participação dos miRNA nos 
processos biológicos — como a embriologia e a oncologia 
—, fortes evidências mostram que os miRNA têm impor- 
tância central na regulação dos eventos moleculares envol- 
vidos na patogênese da obesidade e do diabete melito.* 

É importante destacar que, além dos miRNA, outros 
tipos de RNA não codificadores têm função regulatória. 
Alguns destes e suas respectivas funções estão listados na 
Tabela 2.2. 


DEGENERAÇÃO DO CÓDIGO GENÉTICO 
E A TRADUÇÃO DE PROTEÍNAS 


A informação genética do DNA que é transcrita pode 
ser traduzida em proteína graças à decodificação realiza- 
da pelos ribossomos, que polimerizam os aminoácidos 
na ordem especificada pelo RNAm e pelos RNAt, que 
carregam os aminoácidos e reconhecem três nucleotí- 
deos do RNAm para cada aminoácido. Assim, o código 
genético define como essas trincas de nucleotídeos — de- 
nominadas códons — especificam o início, a sequência 
durante a elongação e o término da proteína nascente. 


Entende-se por degeneração do código genético a re- 
dundância de códons em relação ao número de aminoá- 
cidos utilizados na síntese proteica, ou seja, há mais có- 
dons do que aminoácidos. Um códon pode diferir em 
qualquer um dos nucleotídeos da trinca, mas essa dife- 
rença frequentemente é encontrada no segundo ou ter- 
ceiro nucleotídeo. Essa propriedade do código genético o 
torna mais tolerante a erros decorrentes de mutações por 
substituição de um único nucleotídeo. Assim, alguns er- 
ros causam mutações silenciosas que não alteram o ami- 


Função 
Codifica proteínas 


Forma a estrutura básica dos ribossomos 
e catalisa a síntese de proteínas 


Adaptador entre RNAm e aminoácidos 
durante a síntese proteica 


Participa do processamento do RNAm 
Participa do processamento do RNAr 


Regula a expressão gênica por bloqueio da tradução 
com ou sem degradação do RNAm 


Regula negativamente a expressão gênica por 
direcionar a degradação seletiva do RNAm e por 
estabelecer a estrutura compacta da cromatina 


Protege as células germinativas de elementos 
de transposição por ligação às proteínas Piwi 


Serve como plataforma para montagem de 
complexos; regula a inativação do cromossomo X 


Expressão gênica 


Segundo nucleotídeo 


Primeiro nucleotídeo 
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Figura 2.4 Degeneração ou ambiguidade do código genético: alguns aminoácidos podem ser codificados por mais de um códon. UAA, UAG e UGA 
são codons de término da tradução. Phe (F): fenilalanina; Leu (L): leucina; Ile (I): isoleucina; Met (M): metionina (códon de início da tradução); Val 
(V): valina; Ser (S): serina; Pro (P): prolina; Thr (T): treonina; Ala (A): alanina; Tyr (Y): tirosina; His (H): histidina; Gln (Q): glicina; Asn (N): asparagina; 
Lys (K): lisina; Asp (D): aspartato; Glu (E): ácido glutâmico; Cys (C): cisteina; Trp (W): triptofano; Arg (R): arginina; Gly (G): glicina. Fonte: Alberts. 


noácido traduzido e, portanto, não interferem na tradu- 
ção da proteína.” 

A Figura 2.4 lista os 20 aminoácidos e seus respecti- 
vos códons. Cada aminoácido é representado por três 
letras ou por uma letra. Para a maioria dos códigos de 
três letras utilizam-se as três primeiras do aminoácido 
(em inglês), com a primeira letra em maiúsculo. As exce- 
ções são isoleucina (Ile), triptofano (Trp), asparagina 
(Asn) e glutamina (Gln). Os códigos de uma letra não 
são tão óbvios, mas existem algumas regras que facilitam 
sua memorização: 


E Se apenas um aminoácido se inicia com uma de- 
terminada letra, esta é usada: C = cisteína; H = histidina; 
I = isoleucina; M = metionina; S = serina; V = valina. 

m Se mais de um aminoácido se inicia com determi- 
nada letra, a letra é utilizada para o aminoácido de ocor- 
rência mais frequente: A = alanina; G = glicina; L = leu- 
cina; P = prolina; T = treonina. 


E Para os demais aminoácidos utilizam-se letras fo- 
neticamente sugestivas (em inglês) ou próximas à inicial 
no alfabeto: F = fenilalanina (“Phenylalanine”); R = argi- 
nina (“aRginine”); Y = tirosina (“tYrosine”); Q = gluta- 
mina (“Q-tamine”); D = ácido aspártico (próximo do A); 
E = ácido glutâmico (próximo ao G); K = lisina (próximo 
ao L); N = asparagina (contém N); W = triptofano (em 
referência ao anel duplo da molécula). 


Durante a tradução, o RNAm é lido de acordo com o 
código genético, relacionando a sequência do DNA à se- 
quência de aminoácidos na proteína. Cada grupo de três 
bases do RNAm constitui um códon e cada códon especi- 
fica um aminoácido particular. A sequência de RNAm é, 
portanto, usada como molde para a ordem e a montagem 
da cadeia de aminoácidos que formam uma proteína.” 

Em todas as células, a maquinaria de tradução reside 
em organelas especializadas denominadas ribossomos. 
Nos eucariotos, os RNAm maduros devem deixar o nú- 
cleo e dirigir-se aos ribossomos. Nos procariotos, os ri- 


21 


28 Genômica nutricional 


bossomos podem se ligar aos RNAm enquanto estes ain- 
da estão sendo transcritos. 

Os ribossomos são compostos de duas subunidades: 
uma maior (50S) e uma menor (30S)'. Cada subunidade 
existe separadamente no citoplasma e estas se ligam em 
conjunto na molécula de RNAm. As subunidades contêm 
proteínas e moléculas especializadas de RNA, os RNA ri- 
bossômicos (RNAr) e os RNA transportadores (RNAt). 
Os RNAt são moléculas adaptadoras que possuem uma 
extremidade (anticódon) que reconhece os códons do 
RNAm por meio de pareamento complementar das bases 
e outra extremidade que se liga a um aminoácido especí- 
fico (Figura 2.5). A ligação do aminoácido ao seu RNAt 
correspondente é catalisada pela enzima aminoacil RNAt 
sintetase, por meio de uma ligação éster que utiliza a 
energia do ATP. Os produtos dessa reação são moléculas 
de aminoacil-RNAt. A ideia de que o RNAt é uma molé- 
cula adaptadora foi proposta por Francis Crick. 


Proteína nascente 
(N-terminal) 


Aminoácido 


Anticódon 


Subunidade 30S 


Figura 2.5 Estrutura de um ribossomo. Fonte: Alberts.º 


Assim, a ligação entre RNAm e aminoacil-RNAt faci- 
lita o pareamento das bases nos ribossomos, e o RNAr 
catalisa a ligação de cada aminoácido à cadeia nascente 
da proteína. A tradução é iniciada com a formação de um 
complexo no RNAm. Inicialmente, três fatores de inicia- 
ção (IF1, IF2 e IF3) se ligam à subunidade 30S do ribos- 
somo. Em seguida, esse pré-complexo e um aminoa- 
cil-RNAt carreador de metionina se ligam ao RNAm 
próximo ao códon de iniciação AUG, formando o com- 
plexo de iniciação.” 

Como mencionado anteriormente, não é a molécula 
inteira de RNAm que possui trincas correspondentes a um 
determinado aminoácido; sequências específicas a mon- 
tante (5’) e a jusante (3”), denominadas regiões não tradu- 


* Sé a sigla da unidade svedberg, uma medida de velocidade de 
sedimentação que, portanto, representa a massa. 


zidas (UTR), não possuem função codificadora. Em parti- 
cular, uma porção 5-UTR do RNAm localiza-se entre o 
códon de iniciação (AUG) e o primeiro nucleotídeo da 
sequência traduzida. A importância dessa porção 5'-UTR 
reside na presença de sítios ligantes de ribossomos, conhe- 
cidos nos vertebrados como sequência consenso de Kozak. 
Em humanos, o tamanho médio dessa região é de 170 nu- 
cleotídeos e pode conter sequências regulatórias, como 
sitios de ligação de proteínas.” 

Embora a metionina seja o primeiro aminoácido in- 
corporado em toda a cadeia nascente, este não é o pri- 
meiro de muitas proteínas maduras, visto que a metioni- 
na pode ser removida após a tradução. Ademais, nem 
todo aminoácido pode ser o segundo da cadeia e isso in- 
fluencia a remoção ou não da metionina. Por exemplo, 
muitas proteínas têm como segundo aminoácido a alani- 
na. Nesse caso, a metionina é removida e a alanina passa 
a ser o aminoácido N-terminal da proteína. Se o segundo 
aminoácido for uma lisina, a metionina não é removida." 

Uma vez que o complexo de iniciação é formado, a 
subunidade ribossômica maior se liga ao complexo e libe- 
ra os IF. Essa subunidade possui três sítios de ligação para 
moléculas de aminoacil-RNAt. O sítio A (de aminoacil) é 
o local onde o anticódon do RNAt pareia com o códon do 
RNAm, garantindo assim que o aminoácido correto seja 
adicionado à cadeia nascente. Esse sítio funciona como o 
aceptor de aminoácidos durante a formação das ligações 
peptídicas. O sítio P (de peptidil) é onde o aminoácido é 
transferido de seu RNAt para a cadeia nascente; como es- 
se sítio é ocupado por peptidil-RNAt, é o que carrega a 
cadeia peptídica nascente. O sítio E (do inglês exit) é onde 
o RNAt vazio se acopla antes de ser liberado do ribosso- 
mo e de se ligar a uma nova molécula do aminoácido cor- 
respondente no citoplasma. 

O RNAt de iniciação, carreador da metionina, é o 
único aminoacil-RNAt que pode se ligar ao sítio P do ri- 
bossomo”. Quando ele se liga ao ribossomo, o sítio A se 
alinha ao segundo códon do RNAm, permitindo a ocu- 
pação deste pelo segundo aminoacil-RNAt e a imediata 
ligação peptídica entre a metionina e o segundo aminoá- 
cido. A formação da ligação peptídica é catalisada pelo 
próprio ribossomo e caracteriza a fase de elongação; com 
a ligação do complexo aminoácido-RNAt ao sítio A, o 
GTP é clivado e os fatores de elongação são liberados e 
reutilizados em um novo ciclo de elongação. 

No RNAm, a sequência dos sítios é E-P-A, orientados 
no sentido 5’-3, que é a direção de movimento dos ribos- 
somos (Figura 2.6). Durante o movimento do ribossomo 
para o códon seguinte do RNAm, o RNAt vazio é deslo- 


** O sitio P reconhece preferencialmente as moléculas de pepti- 
dil-RNAt. 


cado do sítio P para o sítio E, e o peptidil-RNAt, do sítio 
A para o sítio P. Esse processo, facilitado por fatores de 
elongação e pela hidrólise de GTP, é denominado trans- 
locação. Após a translocação, o peptidil-RNAt é posicio- 
nado no sítio P e o próximo códon do RNAm fica dispo- 
nível para a interação com um novo aminoacil-RNAt no 
sítio A." 

Essas reações são repetidas até que o ribossomo en- 
contra um códon de terminação na sequência do RNAm. 
Existem três códons de terminação — UAA, UAG e UGA 
— que, por não serem reconhecidos pelos RNAt, se ligam 
a proteínas denominadas fatores de liberação, que facili- 
tam a dissociação do RNAm do ribossomo.!! 

O processo de tradução de procariotos e eucariotos é 
muito semelhante. Embora sejam utilizados diferentes 
fatores de iniciação, elongação e terminação, o código ge- 
nético é idêntico. Mencionou-se anteriormente que, em 
bactérias, a transcrição e a tradução ocorrem simultanea- 
mente e, por isso, os RNAm têm meia-vida relativamente 
curta. Nos eucariotos, os RNAm têm meia-vida altamen- 
te variável, estão sujeitos a modificações e precisam ser 
transportados do núcleo para o citoplasma antes de se- 
rem traduzidos. Essas múltiplas etapas acrescentam ní- 
veis adicionais de regulação da produção de proteínas e 
representam ajuste fino e preciso da expressão gênica.” 


Figura 2.6 Processo de tradução no ribossomo. A: o anticódon de um 
RNAt que chega ao ribossomo pareia as bases com o códon comple- 
mentar no sítio A; B: uma ligação peptídica é formada entre o novo 
aminoácido no sítio A e o polipeptídeo que está sendo formado no sítio 
P; C: o ribossomo transloca o RNAt no sítio A para o sítio P; D: o RNAt 
vazio no sítio P é transferido para o sítio E e liberado. O RNAm se move 
para o próximo códon no sítio A. Fonte: Alberts." 


Expressão gênica 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Expressão gênica é, por definição, o processo pelo 
qual a informação de um gene é utilizada para a síntese 
de um produto funcional. Como molécula central, o 
RNAm aparece como o intermediário móvel entre o gene 
e seu peptídeo. Entretanto, quanto mais os cientistas es- 
tudam as moléculas de RNA, mais propriedades são des- 
cobertas. Por exemplo, sabe-se atualmente que proteínas 
diferentes podem ser produzidas a partir de um único 
gene por splicing alternativo. Pesquisadores também de- 
monstraram que, além da transcrição, a estabilidade do 
RNAm - que representa seu potencial para tradução — é 
um mecanismo fisiológico rápido de regulação da expres- 
são gênica. Por fim, a relevância funcional dos ncRNAs 
como reguladores da expressão gênica parece ser a prin- 
cipal descoberta da era pós-genoma a ser explorada. 
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Parte 2 
Fundamentos da genômica nutricional 


Fundamentos da nutrigenômica 


INTRODUÇÃO 


Durante o século XX, a ciência da nutrição teve co- 
mo foco a descoberta de vitaminas e minerais essenciais 
para o ser humano, bem como a busca pela prevenção 
de doenças ocasionadas pela deficiência desses micro- 
nutrientes. Mais recentemente, os estudos na área da 
nutrição e da medicina moderna passaram a ampliar os 
campos de investigação relacionados aos aspectos fisio- 
lógicos e moleculares de doenças crônicas não trans- 
missíveis (DCNT), como obesidade, câncer, diabete ti- 
po 2, doença cardiovascular, entre outras.!? Para reduzir 
o risco dessas doenças, os estudos na área da nutrição 
passaram a investigar como otimizar e manter a ho- 
meostase em nível celular, tecidual e corporal. Para tan- 
to, é necessário o conhecimento de como os nutrientes 
atuam em nível molecular, o que envolve a interação 
destes com genes e proteínas. 

Desse modo, a pesquisa no campo da nutrição pas- 
sou também a englobar, além de epidemiologia e fisiolo- 
gia, aspectos de biologia molecular e de genética. Nesse 
contexto, surgiram os estudos de nutrigenômica, que 
têm por objetivo investigar os efeitos dos nutrientes e dos 
compostos bioativos dos alimentos (CBA) sobre a ex- 
pressão de genes e suas consequências nas relações entre 
saúde e doenças.” Os estudos de nutrigenômica ampliam 
o conhecimento de como a alimentação exerce influência 
em diferentes vias metabólicas e no controle da homeos- 
tase e como ela pode ser utilizada na redução do risco do 
desenvolvimento das DCNT.* 

De acordo com Kaput e Rodriguez,” os conceitos bá- 
sicos da nutrigenômica podem ser resumidos em: 
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= Nutrientes e CBA atuam sobre o genoma humano, 
direta ou indiretamente, alterando a expressão ou a es- 
trutura de genes. 

E Em determinadas circunstâncias e em alguns indi- 
víduos, a alimentação pode ser fator de risco relevante 
para o desenvolvimento de determinadas doenças. 

= Alguns genes regulados pela alimentação atuam no 
início, na incidência e na progressão e/ou gravidade de 
DCNT. 

E O grau com o qual a alimentação influencia o equi- 
líbrio entre saúde e doença pode depender da constitui- 
ção genética do indivíduo. 

m Intervenções alimentares baseadas no conheci- 
mento das necessidades de nutrientes, do estado nutri- 
cional individual e do genótipo podem ser utilizadas para 
otimizar a saúde e prevenir ou curar DCNT. 


Portanto, o objetivo deste capítulo é descrever os 
conceitos básicos e apresentar alguns exemplos de estu- 
dos de nutrigenômica, de forma a auxiliar o leitor na 
compreensão de capítulos mais específicos que com- 
põem o livro. 


MECANISMOS DE ATUAÇÃO DE NUTRIENTES E CBA 
NA REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA 


Mecanismos direto e indireto 


Nutrientes e CBA podem modular a expressão gêni- 
ca de forma direta ou indireta. A primeira refere-se à 
situação em que a substância interage diretamente com 
elementos regulatórios, basicamente como ligante de 
receptores nucleares ou de fatores de transcrição, o que 
promove alterações na taxa de transcrição de gene(s) 
alvo. Exemplos de nutrientes que podem atuar dessa 
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maneira incluem ácido retinoico, calcitriol, ácidos gra- 
xos de cadeia curta e longa, esteróis e zinco. 

Para exemplificar o mecanismo direto de controle da 
expressão gênica por nutrientes, serão abordados, resu- 
midamente, os aspectos das vitaminas A e D. Com relação 
à vitamina A, em alimentos de origem animal, ela aparece 
como palmitato de retinila, o qual é metabolizado no in- 
testino em retinol. Este é precursor do ácido retinoico 
9-cis e do ácido retinoico todo trans, os quais conseguem 
se deslocar diretamente para o núcleo celular e se ligar em 
receptores nucleares — o ácido retinoico 9-cis se liga ao 
receptor x de retinoides (RXR) e o ácido retinoico todo 
trans, ao receptor de ácido retinoico (RAR), em uma se- 
quência específica de nucleotídeos na região promotora 
do gene, conhecida como elemento de resposta ao ácido 
retinoico (Rare, retinoic acid response element). Após a ati- 
vação completa de toda a maquinaria de transcrição, in- 
cluindo a atividade da RNA polimerase 2, a ligação dessas 
formas ativas da vitamina A aos receptores nucleares esti- 
mula a expressão de genes, como o da fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase (PEPCK), envolvida, por exemplo, na gli- 
coneogênese (Figura 3.1).” 

Outro exemplo de nutriente que regula a expressão 
gênica de forma direta refere-se à vitamina D. O calci- 
triol, forma ativa da vitamina, transloca diretamente pa- 
ra o núcleo, onde se liga a seu receptor, o VDR (vitamin 
D receptor). Esse complexo se liga em uma região do 
DNA conhecida como elemento de resposta à vitamina D 
(VDRE, vitamin D response element), forma um hetero- 
dímero com o RXR e, após a ligação de outros fatores de 
transcrição auxiliares e da RNA polimerase 2, ativa a 
transcrição de diversos genes. Um exemplo relaciona-se 
ao controle da expressão do gene supressor de tumor p53 
em mastócitos e colonócitos. 


RA RA 


1 
I 


Proteina 


Figura 3.1 Mecanismo direto de regulação da expressão gênica pelo 
ácido retinoico. RA: ácido retinoico; RAR: receptor de ácido retinoico; 
RXR: receptor x de retinoides. Fonte: adaptada de McGrane.’ 


No mecanismo indireto de controle de expressão gê- 
nica, o nutriente ou CBA não se desloca diretamente para 
o núcleo, mas ativa uma cascata de sinalização que resulta- 
rá na translocação de determinado fator de transcrição do 
citoplasma para o núcleo celular e, consequentemente, na 
regulação da expressão gênica. CBA como o resveratrol e a 
ginesteína podem influenciar as vias de sinalização celular, 
com ações pós-transcricionais, a modulação da estabilida- 
de do RNAm ou, ainda, sua tradução em proteínas nos 
ribossomos por meio do bloqueio da fosforilação do inibi- 
dor de kappa B (IkB).’ 

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um fator de 
transcrição que se liga à região promotora de genes, nos 
sítios kB, e promove a expressão de genes que codificam 
citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento, mo- 
léculas de adesão celular, imunorreceptores ou proteínas 
de fase aguda. No citoplasma das células, ele aparece li- 
gado a proteínas inibitórias denominas IkB. Um dos 
processos que pode ativar esse complexo NF-kB-IkB é a 
fosforilação do IkB, que promove a translocação do 
NF-kB para o núcleo celular, onde este fator de transcri- 
ção se liga aos sítios kB na região promotora e, assim, 
promove a expressão de genes. ® Em células endoteliais, 
sob o estímulo de citocinas ou de radicais livres, o NF-kB 
pode ser ativado. Pode haver, por exemplo, aumento da 
expressão do gene que codifica a molécula de adesão ce- 
lular vascular 1 (VCAM-1), que medeia a adesão de leu- 
cócitos ao endotélio, processo intimamente relacionado 
à aterosclerose.!! Um exemplo de CBA que pode bloquear 
ou atenuar essa via é o resveratrol, um composto fenóli- 
co presente em uvas, suco de uva e vinho tinto, que tem 
a capacidade de bloquear a fosforilação do IkB, impe- 
dindo, por consequência, o deslocamento do NF-kB pa- 
ra o núcleo e a consequente expressão de genes relacio- 
nados ao processo pró-inflamatório (Figura 3.2). Além 
disso, já se sabe que outros CBA também têm a capacidade 
de regular indiretamente a atividade do NF-kB, como a 
capsaicina da pimenta, a genisteína da soja, as catequinas 
do chá-verde, o gingerol do gengibre e a curcumina do 
açafrão-da-terra." 

Além disso, nutrientes e CBA podem ser metaboli- 
zados por diferentes vias, o que resulta na modificação 
da concentração de substratos e intermediários que 
também podem afetar a expressão gênica. Alternativa- 
mente, os substratos ou intermediários podem modular 
vias de sinalização celular também envolvidas na ex- 
pressão gênica. Os efeitos dessas interações entre genes e 
nutrientes ou CBA podem ser deletérios ou benéficos ao 
organismo, resultando, por exemplo, no aumento do 
risco ou na proteção contra o desenvolvimento de de- 
terminadas DCNT (Figura 3.3).'4 


Estresse oxidativo 
Lipolissacarídeos 


Figura 3.2 Mecanismo indireto de controle da expressão gênica por 
compostos bioativos de alimentos. O resveratrol tem a capacidade de in- 
terferir na ação da quinase do inibidor de kappa B (IKK), o que, por conse- 
quéncia, irá impedir ou reduzir a translocação do NF-kB para o núcleo e a 
subsequente transcrição de genes pró-inflamatórios, como o da molécula 
de adesão celular vascular 1 (VCAM-1). Fonte: adaptada de Csiszar et al.!2 
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ligar diretamente em locais específicos do DNA e de re- 
gular a expressão de genes, são classificados como fatores 
de transcrição. Para que a regulação da expressão gênica 
ocorra, é necessária a ligação de uma molécula que mo- 
difica o comportamento do receptor — o ligando ou li- 
gante. Isso altera a conformação do receptor, de forma 
que ele se torna ativo e exerce ação de regulação positiva 
ou negativa da expressão de genes." 

Conforme pode ser observado no Quadro 3.1, a su- 
perfamília dos receptores nucleares contém 48 diferentes 
tipos de receptores, envolvidos na regulação de diversos 
processos no organismo, como reprodução, desenvolvi- 
mento embrionário, metabolismo, inflamação, apopto- 
se, entre outros. Alguns receptores nucleares apresentam 
hormônios ligantes específicos, como o hormônio ti- 
reoidiano, o estradiol, a progesterona, a testosterona, o 
cortisol e a aldosterona, ou mesmo as formas biologica- 
mente ativas das vitaminas A e D. Em contraste, outros 
receptores nucleares podem ter como ligantes alguns li- 
pídios provenientes da alimentação, como ácidos graxos 
e oxisteróis. Além disso, existem receptores nucleares, 
conhecidos como órfãos, que não têm nenhum tipo de 
ligante natural identificado até o momento.'*"® 


Os receptores nucleares são formados por três domí- 
nios principais (Figura 3.4). A região aminoterminal 
(também conhecida como domínio A/B) contém a fun- 
ção 1 de ativação independente do ligante (AF-1), que é 
responsável, por exemplo, pela fosforilação de outros re- 
ceptores nucleares, como os ativados por proliferadores 
de peroxissomos (PPAR). Outra região conhecida é o 
domínio de ligação central do ácido desoxirribonucleico 
(DBD) ou dominio C, que promove a ligação do fator de 
transcrição ao elemento de resposta na região promotora 
do gene alvo. A região LBD (domínio terminal de ligação 
ao ligante) é responsável pela especificidade do ligante e 
pela ativação da ligação do fator de transcrição ao ele- 
mento de resposta, o que promove o aumento da expres- 
são do gene alvo.” 

O PPAR é um receptor nuclear que funciona como 
um fator de transcrição e apresenta três isotipos identifi- 


Figura 3.3 Interações entre nutrientes, compostos bioativos e expres- 
são gênica na regulação do metabolismo da glicose. F: região C-termi- 
nal. Fonte: adaptada de Berna et al. 


NUTRIENTES, CBA E RECEPTORES NUCLEARES 


Receptores nucleares são uma classe de proteínas in- 
tracelulares responsáveis pela detecção de hormônios e 
outras moléculas e, por apresentarem a capacidade de se 
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Figura 3.4 Estrutura dos receptores nucleares. AD: domínio de ati- 
vação; A/B: região aminoterminal; AF-1: domínio de transativação-1; 
AF-2: ativação induzida pelo ligante; C: local onde se encontra o DBD 
(domínio de ligação central); D: região de dobradiça, que liga o DBD ao 
LBD (domínio terminal de ligação ao ligante); E: local onde se encontra 
o LBD; F: região C-terminal. Fonte: Alberts et al." 


35 


36 Genômica nutricional 


Quadro 3.1 Receptores nucleares e seus respectivos ligantes 


Receptor do hormônio da tireoide 


Receptor do ácido retinoico 


Receptor ativado por proliferadores de peroxissomos 


ErbA reverso 


Receptor órfão relacionado ao ácido retinoico 


Receptor X hepático 


Receptor X de farnesoide 


Receptor de vitamina D 
Receptor X de pregnano 


Receptor androstano constitutivo 


Fator nuclear humano 4 


Receptor X de retinoide 


Receptor do testículo 


Tailless 


Receptor nuclear fotorreceptor específico 


Fator | de transcrição de promotor upstream de ovalbumina 
de galinha 


Gene 2 relacionado ao ErbA2 


Receptor de estrogênio 


Receptor relacionado ao receptor de estrogênio 
Receptor de glicocorticoide 
Receptor de mineralocorticoide 
Receptor de progesterona 


Receptor androgênico 
Fator B induzido pelo fator de crescimento neural 


Fator 1 relacionado ao Nur 


Abreviação 
TR-alfa 
TR-beta 
RAR-alfa 

RAR-beta 
RAR-gama 
PPAR-alfa 

PPAR-beta 

PPAR-gama 

Rev-erb-alfa 

Rev-erb-beta 
ROR-alfa 
ROR-beta 

ROR-gama 
LXR-alfa 
LXR-beta 
FXR-alfa 
FXR-beta 
VDR 
PXR 
CAR 
HNF4-alfa 

HNF4-gama 

RXR-alfa 
RXR-beta 
RXR-gama 
TR-2 
TR-4 
TLL 
PNR 
COUP-TFI 
COUP-TFII 
EAR-2 
ER-alfa 
ER-beta 
ERR-alfa 
ERR-beta 
ERR-gama 
GR 
MR 


PR 


AR 
NGFIB 
NURR-1 


Ligante 
Hormônio da tireoide 
Hormônio da tireoide 
Ácido retinoico 
Ácido retinoico 
Ácido retinoico 
Ácidos graxos, leucotrieno B4, fibratos 
Ácidos graxos 
Ácidos graxos e prostaglandinas J2 
Órfão 
Órfão 
Colesterol e colesteril sulfato 
Ácido retinoico 
Ácido retinoico 
Oxisteróis, T0901317, GW3965 
Oxisterdis, T0901317, GW3965 
Acidos biliares e fexaramina 
Lanosterol 
Calcitriol e ácido litocólico 
Xenobiótico e pregnenolona 16-alfa carbonitrila 
Xenobióticos e fenobarbital 
Órfão 
Órfão 
Ácido retinoico 
Ácido retinoico 
Ácido retinoico 
Órfão 
Órfão 
Órfão 
Órfão 
Órfão 
Órfão 
Órfão 
Estradiol-17beta, tamoxifeno, raloxifeno 
Estradiol-17beta e vários compostos sintéticos 
Órfão 
Dietilestilbestrol e 4-OH tamoxifeno 
Dietilestilbestrol e 4-OH tamoxifeno 
Cortisol, dexametasona e RU486 


Aldosterona e espironolactona 
Progesterona, acetato de medroxiprogesterona e RU486 
Testosterona e flutamida 
Órfão 
Órfão 


(continua) 
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Quadro 3.1 Receptores nucleares e seus respectivos ligantes (continuação) 


Nome Abreviação Ligante 
Receptor 1 órfão derivado de neurônios NOR-1 Órfão 
Fator esteroidogênico 1 Órfão 
Proteína 1 homóloga ao receptor hepático Órfão 
Fator nuclear de células germinativas GCNF Órfão 
Gene 1 da região crítica DSS — hipoplasia adrenal congênita DAX-1 Orfao 
do cromossomo X 
Associado heterodimérico curto Órfão 


Fonte: adaptado de Gronemeyer et al." 


cados: PPAR-alfa, PPAR-beta/delta e PPAR-gama. 
Juntamente com o RXR — que é ativado pelo ácido reti- 
noico 9-cis —, os PPAR formam heterodímeros e, por 
meio de sua ligação a uma região específica do DNA, de- 
nominada elemento de resposta ao proliferador de pero- 
xissomos (PPRE, peroxisome proliferation response ele- 
ment), ativam a transcrição de diversos genes que 
codificam proteínas relacionadas, por exemplo, ao meta- 
bolismo lipídico, ao balanço energético, à inflamação e à 
homeostase da glicose. Quando os PPAR se ligam a ago- 
nistas, ocorre uma alteração conformacional que favorece 
a sua ligação a proteínas designadas coativadores transcri- 
cionais. Por outro lado, quando ligados a antagonistas, a 
alteração conformacional favorece a sua ligação a proteí- 


nas designadas correpressoras. Os ácidos graxos eicosa- 
pentaenoico (EPA) e docosa-hexaenoico (DHA) atuam 
como ligantes do PPAR e são, portanto, capazes de induzir 
a transcrição de genes envolvidos na homeostase lipídica 
e no metabolismo da glicose (Quadro 3.2). 

Outro receptor nuclear muito estudado é o VDR. 
Descoberto em 1974, esse receptor forma um heterodí- 
mero com o RXR, o qual se liga ao VDRE no DNA e, na 
presença de agonistas, liga-se a coativadores, promoven- 
do a transcrição de genes alvo, os quais, por sua vez, são 
essenciais para o metabolismo ósseo, assim como para o 
crescimento, a diferenciação e a atividade funcional de 
diversas células, incluindo as do sistema imune, da pele e 
do pancreas.” 


Quadro 3.2 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR): principais locais de expressão, funções biológicas, ligantes 


naturais e classes de drogas utilizadas na clínica 


PPAR-alfa 


Fígado 
Órgãos/tecidos em que se Coração 
expressam Rins 
Adrenais 


Endoteliais 
Macrófagos 
Musculares lisas 


Células específicas em que se 
expressam 


Síntese e metabolismo 
de lipoproteínas ricas em 
triacilgliceróis 
Beta-oxidação 
Resposta anti-inflamatória 


Funções biológicas 


Ligantes cet 
8(S)-HETE 
Disfunções Hipertrigliceridemia 
Fármacos Fibratos 


PPAR-gama PPAR-beta/delta 


Tecido adiposo 


Baço À pn E 
; Diversos órgãos/tecidos 
Adrenais gãos/ 
Cólon 
Macrófagos . F 
a Diversos tipos celulares 
Células T 


Diferenciação de adipócitos 
Homeostase da glicose 
Resposta anti-inflamatória 


Biologia endotelial 
Utilização de energia 
Metabolismo lipídico 


AGPI 
15d-PGJ2 
13-HETE 
9-HODE 


AGPI 


Diabete melito tipo 2 Síndrome metabólica (?) 


Tiazolidinedionas 


15d-PGJ2: 15-deoxi-delta!2-prostaglandina; AGPI: ácidos graxos poli-insaturados; HETE: ácido hidroxieicosatetraenoico; HODE: ácido hidroxioc- 
tadecadienoico; PPAR: proliferador de peroxissomos. Fonte: adaptado de Lie Glass.” 
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O receptor X de farnesoide (FXR, farnesoid X recep- 
tor) exerce função importante no que diz respeito à ho- 
meostase dos ácidos biliares, uma vez que atua como re- 
ceptor desses ácidos e também como modulador essencial 
de uma variedade de processos relacionados ao metabo- 
lismo hepático do colesterol. O FXR é intensamente ex- 
presso no fígado e no intestino e, para ser ativado, deve 
necessariamente estar ligado ao RXR, formando um he- 
terodímero, o qual se liga ao elemento de resposta ao 
FXR (FXRE, FXR response element). Os ácidos biliares se 
ligam a esse heterodímero, ativando o FXR, o que propi- 
cia o início da atividade transcricional. Uma das funções 
relevantes relacionadas à ativação do FXR refere-se à re- 
dução da expressão da enzima colesterol 7alfa-hidroxila- 
se, limitante na síntese de ácidos biliares a partir do coles- 
terol. Nesse contexto, o aumento da concentração de 
ácidos biliares induz a ativação do FXR, que, por sua vez, 
promove a ocorrência de um mecanismo de retroalimen- 
tação negativa, por meio da redução da expressão do ge- 
ne que codifica a enzima colesterol 7alfa-hidroxilase.”? 

O receptor X hepático (LXR, liver X receptor) foi ini- 
cialmente classificado como órfão; no entanto, posterior- 
mente, descobriu-se que era um receptor alvo de metabóli- 
tos do colesterol (oxisteróis). Há dois tipos de receptores 
LXR, codificados por genes distintos: LXR-alfa, mais co- 
mumente expresso no fígado e em macrófagos, e LXR-beta, 
expresso de forma ubíqua. O LXR combina-se com o RXR, 
formando um heterodímero, que se liga aos seus elementos 
de resposta (LXRE, LXR response elements) localizados na 
região promotora de genes alvo. A ligação do oxisterol ao 
LXR favorece a interação de coativadores com o heterodi- 
mero LXR/RXR, o que promove o início da transcrição de 
diversos genes, como o da proteína cassete de ligação ao 
ATP subfamília A membro 1 (ABCA1), que está envolvida 
no efluxo de colesterol de células como macrófagos para a 
apolipoproteína (Apo) Al, o que promove a formação de 
partículas de HDL em tecidos periféricos. Esse fato repre- 
senta parte da via do transporte reverso do colesterol.” 

Além disso, o LXR regula, direta e indiretamente, ge- 
nes envolvidos no metabolismo de ácidos graxos, in- 
cluindo aqueles que codificam as enzimas ácido graxo 
sintase, acil CoA carboxilase e proteína 1C de ligação ao 
elemento regulatório de esteróis (SREBP-1C), bem como 
genes que controlam a secreção e o metabolismo de lipo- 
proteínas ricas em triacilgliceróis, como aquele que codi- 
fica a enzima lipase de lipoproteínas. Ácidos graxos po- 
li-insaturados ômega-3 agem como antagonistas do LXR 
por competirem com os oxisteróis pela associação a ele, 
inibindo a transcrição de genes com ação lipogénica.**** 

Nesse sentido, verifica-se que diversos nutrientes são 
ligantes de receptores nucleares e, assim, exercem funções 
moleculares importantes na determinação do maior ou 


menor risco para DCNT. A seguir serão abordados dois 
exemplos fisiopatológicos importantes que ilustram a in- 
tricada relação entre nutrientes, CBA, expressão gênica e 
o equilíbrio saúde versus doenças. Mais detalhes poderão 
ser obtidos nos capítulos específicos. 


NUTRIENTES, CBA, EXPRESSÃO GÊNICA E RELAÇÃO 
COM EQUILIBRIO SAUDE VERSUS DOENÇAS 


Nutrigenômica, CBA e resposta pró-inflamatória na 
obesidade 


Conforme mencionado previamente, CBA podem 
atuar indiretamente na regulação da expressão gênica e, 
assim, modular mecanismos fisiopatológicos e respostas 
relacionadas ao desenvolvimento de DCNT. Nesse sentido, 
pode-se destacar que a obesidade é uma DCNT que causa 
processo pró-inflamatório crônico de baixa intensidade, e 
diversos nutrientes e CBA têm sido estudados com relação 
à modulação desse processo, como é o caso do ácido cafei- 
co (encontrado na erva-mate), do tirosol (encontrado no 
azeite de oliva), da quercetina (encontrada em frutas e 
hortaliças) e do licopeno (encontrado no tomate, na goia- 
ba e na melancia). Esses compostos apresentam a capaci- 
dade de reduzir a expressão de genes como o da ciclo-oxi- 
genase (COX) e da óxido nítrico sintase induzivel (INOS), 
por atuarem na redução da translocação do fator de nu- 
clear NF-kB do citosol para o núcleo celular, reduzindo, 
portanto, a produção de citocinas pró-inflamatórias.” 

Por exemplo, estudos in vitro têm revelado que o resve- 
ratrol reduz a expressão de citocinas pró-inflamatórias em 
células pulmonares estimuladas com lipopolissacarideo 
(LPS) por atuar na redução da ativação dos fatores de 
transcrição NF-kB e da proteína ativadora 1 (AP-1). Simi- 
larmente, o resveratrol também atua na redução da ativa- 
ção da quinase c-jun amino-terminal (JNK) e de sua pro- 
teína upstream denominada proteína quinase ativada por 
mitógeno (MEK), o que pode explicar o mecanismo de re- 
dução da ativação do fator de transcrição AP-1. Esse CBA 
também regula in vitro a expressão dos genes que codificam 
a COX-2 e a iNOS e as moléculas de adesão de superfície 
celular, como a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), 
a molécula de adesão de leucócitos endotelial 1 (ELAM-1) 
e a VCAM-1. Uma vez que os genes que codificam essas 
proteínas são regulados pelo NF-kB, é provável que o efeito 
anti-inflamatório do resveratrol seja decorrente de sua ação 
supracitada sobre a via de sinalização desse fator nuclear. 


Nutrigenômica e estresse oxidativo 


O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas 
de oxigênio (ERO) e os mecanismos de defesa antioxi- 


dante do organismo caracterizam a ocorrência do estres- 
se oxidativo, cujos efeitos podem ser associados a altera- 
ções e danos às estruturas celulares, aos ácidos nucleicos, 
aos lipídios e às proteínas. Entre as principais ERO desta- 
cam-se o anion superóxido (0), o radical hidroxila 
(OH") e o peróxido de hidrogênio (H,O,).* 

No contexto de nutrigenômica e estresse oxidativo, 
destaca-se o estudo do papel do fator de transcrição deno- 
minado NRF2 (NF-E2-related factor 2), expresso em todos 
os tecidos, no entanto, é encontrado mais abundantemen- 
te no cérebro, fígado, rins, sistema digestório e pele. Em 
condições metabólicas normais (Figura 3.5), o NRF2 está 
ligado à proteína inibitória conhecida como Keap-1 
(Kelch-like ECH-associated protein), mais especificamente 
no domínio DGR. Essa ligação ocorre em duas regiões 
promotoras do NRF2: na DLG (que apresenta baixa afini- 
dade à DGR) e na ETGE (que apresenta alta afinidade à 
DGR). Posteriormente, esse complexo é ubiquitinado e o 
NRF2 é então submetido à degradação no proteossoma 
26S. Em condições normais, o NRF2 tem meia-vida de 20 
minutos.” Entretanto, em condições de estresse oxidativo 
(Figura 3.6), a ligação entre o NRF2 e a Keap-1 é inibida 
pela perda da ligação nos domínios DLG e DGR, o que 
impede a sua ubiquitinação e degradação. Dessa forma, o 
NRF2 acumula-se e migra para o núcleo da célula, ligan- 
do-se a elementos de resposta a antioxidantes (ARE, antio- 
xidante response elements) na região promotora dos genes 
que codificam enzimas e proteínas antioxidantes citopro- 
tetoras, como a superóxido dismutase (SOD), a catalase, a 
glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase, as pe- 
roxirredoxinas, as quinona oxidorredutases e as heme-oxi- 
genases, as quais, em conjunto, representam um potente 
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Figura 3.5 Expressão do NRF2 em condições metabolicamente nor- 
mais. ARE: elemento de resposta a antioxidante; Cul3: Cul3-based E3 
ligase complex; DLG: domínio DLG; DGR: double glycine repeat, ETGE: 
domínio ETGE; NRF2: nuclear factor E2 related-factor, Ub: ubiquitina- 
ção. Fonte: adaptada de Jung e Kwak.” 
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Figura 3.6 Expressão do NRF2 em condição de estresse oxidativo. 
ARE: elemento de resposta a antioxidante; Cul3: Cul3-based E3 ligase 
complex; DLG: domínio DLG; DGR: double glycine repeat, ETGE: do- 
mínio ETGE; GST: glutationa-S-transferase; NQO1: NAD(P)H quinona 
oxidorredutase; NRF2: nuclear factor E2 related-factor, OH-1: hidró- 
xido de hidrogênio-1; SOD: superóxido dismutase. Fonte: adaptada de 
Jung e Kwak.” 


mecanismo de defesa antioxidante. Posteriormente, o 
NRF2 é dissociado do núcleo pela Keap-1 e volta ao cito- 
plasma, onde finalmente é ubiquitinado e degradado.” 
Considerando que a ativação do NRF2 é responsável 
pela expressão de diversos genes que codificam enzimas e 
proteínas antioxidantes, a ingestão de compostos bioati- 
vos específicos presentes naturalmente nos alimentos, 
particularmente em frutas e hortaliças, pode ser conside- 
rada uma medida de redução dos prejuízos causados pelo 
estresse oxidativo. Estudos têm relatado que os isotiocia- 
natos, as ditioltionas, o resveratrol, a curcumina, o ácido 
cafeico, a epigalocatequina-3-galato, o dialil sulfito, além 
de outros CBA, são capazes de ativar o NFR2 e, portanto, 
de melhorar a capacidade antioxidante do organismo. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A realização do Projeto Genoma Humano culminou 
no surgimento de uma gama de informações acerca do 
genoma, as quais estão sendo cada vez mais utilizadas no 
entendimento das interações existentes entre genes e fato- 
res ambientais, com destaque para a alimentação e como 
elas estão relacionadas ao risco de surgimento ou à redu- 
ção do risco de DCNT. A análise conjunta de aspectos de 
nutrigenômica, de nutrigenética e de epigenômica nutri- 
cional certamente tem melhorado os conhecimentos bási- 
cos sobre os mecanismos moleculares das doenças e de 
como padrões alimentares e outros hábitos de vida podem 
regular mecanismos fisiopatológicos essenciais. Os aspec- 
tos abordados especificamente em nutrigenômica estão 
também relacionados a benefícios importantes, como: a 
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descoberta de novos biomarcadores para doenças relacio- 
nadas à alimentação e para monitorar a eficácia de inter- 
venções nutricionais; a determinação de genes e vias mo- 
leculares como alvos de prevenção; e o desenvolvimento 
de alimentos funcionais com base em conhecimento cien- 
tífico. A combinação dos resultados de estudos de nutrige- 
nômica e de nutrigenética também tem sido aplicada na 
personalização da alimentação, com perspectivas ainda 
bastante promissoras, considerando o enorme espectro de 
interação entre nutrientes, CBA e genes. Todavia, essa é 
uma área em grande expansão e há necessidade de realiza- 
ção de muitos estudos, tanto in vitro quanto in vivo, para 
que seja possível a obtenção de conclusões mais precisas e 
para a efetiva aplicação dos resultados na prática clínica. 
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Fundamentos da nutrigenética 


INTRODUÇÃO 


Acredita-se que o termo nutrigenética, do ponto de 
vista histórico, esteja relacionado ao provérbio “Ut quod 
ali cibus est aliis fuat acre venenum” (“o que é alimento 
para um é para outros veneno amargo”), do poeta e filó- 
sofo romano Tito Lucrécio Caro (99 a.C.-55 a.C.). Poste- 
riormente, em meados do século XX, pesquisadores veri- 
ficaram que maior taxa de sobrevivência de camundongos 
Swiss Webster infectados por S. enteritidis foi obtida com 
a ingestão de dieta composta de trigo integral e leite em 
pó integral em comparação a uma dieta sintética, de 
acordo com a constituição genética dos animais utiliza- 
dos. Em 1975, o termo nutrigenética foi utilizado no títu- 
lo de um livro escrito por Brennan e Mulligan (Nutrige- 
netics: new concepts for relieving hypoglycemia) e, a partir 
de 1980, as tecnologias necessárias para a investigação da 
expressão de genes específicos e de variações na sequén- 
cia de nucleotídeos do ácido desoxirribonucleico (DNA) 
associadas às diferentes respostas a componentes da ali- 
mentação foram constantemente desenvolvidas e aper- 
feiçoadas.! 

No contexto da genômica nutricional, a nutrigenéti- 
ca representa a influência da variabilidade genética exis- 
tente entre os indivíduos sobre as necessidades nutricio- 
nais, o estado de saúde e o risco de desenvolvimento de 
doenças.” A nutrigenética tem como foco o estudo dos 
efeitos de variações no DNA, como polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP), variações de números de có- 
pias (CNV) e inserções e deleções (INDEL) nas respostas 
biológicas à ingestão energética, de micro e macronu- 
trientes e de compostos bioativos de alimentos (CBA).! 

Um exemplo clássico utilizado em nutrigenética é a 
fenilcetonúria, erro inato do metabolismo, de caráter au- 
tossômico recessivo raro (= 1:15.000 indivíduos), causado 
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por mutações no gene que codifica a enzima fenilalanina 
hidroxilase. Aproximadamente 20 anos após sua desco- 
berta, em meados do século XX, verificou-se que os pa- 
cientes acometidos pela doença respondiam à restrição 
alimentar do aminoácido essencial fenilalanina. A fenilce- 
tonúria pode ser classificada, de acordo com a tolerância 
à fenilalanina antes dos cinco anos de idade, em clássica, 
moderada, leve e em hiperfenilalaninemia leve, sendo a 
primeira condição a mais grave, quando ocorre deficiên- 
cia completa ou quase completa da atividade da fenilala- 
nina hidroxilase e os indivíduos afetados toleram quanti- 
dades inferiores a 250 a 350 mg de fenilalanina por dia 
para manutenção das concentrações plasmáticas seguras 
do aminoácido.” Este foi, portanto, o primeiro erro inato 
do metabolismo causado por alterações em um único ge- 
ne que respondeu ao tratamento alimentar, caracterizan- 
do uma intervenção relacionada à nutrigenética.* 

Todavia, ao contrário da fenilcetonúria, doenças crôni- 
cas não transmissíveis (DCNT) — como obesidade, diabete 
melito tipo 2, doenças cardiovasculares (DCV), hiperten- 
são arterial e câncer — são multifatoriais e multigênicas. 
Nesses casos, o fenótipo é determinado pela interação entre 
múltiplos genes, variações genéticas e fatores ambientais. 
Nesse contexto, o presente capítulo descreve os conceitos 
básicos e alguns exemplos de estudos de nutrigenética, vi- 
sando a auxiliar o leitor na compreensão de capítulos mais 
específicos que compõem o livro. 


PROJETO GENOMA HUMANO, PROJETO 
INTERNACIONAL HAPMAP E PROJETO 1.000 GENOMAS 


A data de 25 de abril de 1953 é considerada o nasci- 
mento da Biologia Molecular moderna, em razão da pu- 
blicação dos resultados acerca da estrutura molecular dos 
ácidos desoxirribonucleicos, determinada a partir de ex- 
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perimentos realizados por James Dewey Watson, Francis 
Harry Compton Crick, Maurice Hugh Frederick Wilkins, 
Rosalind Franklin e colaboradores.” Por tais resultados, 
os três primeiros cientistas foram laureados com o Prê- 
mio Nobel na categoria “Medicina ou Fisiologia”, em 
1962. Franklin não recebeu o prêmio pois faleceu prema- 
turamente ao 37 anos de idade em razão de um câncer de 
ovário, provavelmente desencadeado pela exposição a 
raios-X, em experimentos que geraram as imagens que 
possibilitaram a confirmação da teoria da estrutura em 
alfa hélice da molécula de DNA. 

A descoberta da estrutura em dupla hélice do DNA 
foi a primeira etapa crucial para as análises moleculares 
do genoma humano. Alguns anos mais tarde, em meados 
da década de 1970, Frederick Sanger desenvolveu técnica 
para o sequenciamento do DNA, a qual ficou conhecida 
como “método Sanger” e possibilitou o início das discus- 
sões acerca da análise do genoma humano completo, ini- 
ciadas na década de 1980. Em 1986, o Departamento de 
Energia americano se envolveu nestas discussões e esta- 
beleceu o primeiro projeto no ano seguinte. James Wat- 
son foi o primeiro líder do Centro Nacional para Pesqui- 
sas do Genoma Humano (NHGRI do inglês National 
Center for Human Genome Research), uma divisão do 
Instituto Nacional de Saúde (NIH do inglês National Ins- 
titutes of Health), seguido por Michael M. Gottesman e 
Francis Sellers Collins. 

Formalmente, o Projeto Genoma Humano (PGH) 
foi iniciado em 1990, com a publicação de um plano com 
as metas de pesquisa para os próximos cinco anos, o qual, 
em função dos grandes avanços tecnológicos, foi atuali- 
zado ainda em 1993 e, novamente, em 1998. A metodolo- 
gia empregada foi baseada no sequenciamento do geno- 
ma completo (Whole Genome Sequencing). Por essa 
razão, o PGH obteve dados de alta qualidade e precisão, 
inclusive para as porções do DNA que não contêm genes. 
De acordo com diferentes fontes, o valor total empregado 
no PGH foi em torno de três a 53 bilhões de dólares.” 

Em 1998, o cientista J. Craig Venter, ex funcionário 
do NHI, anunciou a abertura de sua nova empresa, cha- 
mada Celera Genomics, e declarou que sequenciaria o 
genoma humano em três anos por 300 milhões de dóla- 
res. Para tanto, optou-se por um método mais objetivo: 
sequenciamento por shotgun (whole genome “shotgun” 
sequencing), a qual é uma metodologia mais rápida, evi- 
dentemente, porém menos precisa.’ 

Em meados do ano 2000, foi anunciado que a maior 
parte do sequenciamento do genoma humano estava 
completa e, em 2001, foram publicados os resultados re- 
ferentes a 90% da sequência dos cerca de três bilhões de 
pares de nucleotídeos do DNA humano, obtidos pelo 
PGH e pelo consórcio Celera simultaneamente, nas re- 


vistas científicas Nature e Science, respectivamente. En- 
tretanto, apesar do número de nucleotídeos ser seme- 
lhante, apenas menos da metade das sequências eram 
concordantes entre os dois relatos.® 

Em 2003, o grupo de pesquisa do Instituto J. Craig 
Venter publicou a sequência completa do genoma do 
próprio pesquisador Craig Venter. A grande revolução 
nesse novo trabalho foi a de que o genoma avaliado cor- 
respondia ao genoma diplóide, contendo a informação 
de cada par de cromossomo herdado dos pais, ao contrá- 
rio da sequência determinada pelo Projeto Genoma, que 
correspondia ao genoma haplóide. Como resultado, des- 
cobriu-se que a semelhança das sequências genéticas en- 
tre dois indivíduos é de 99,5% e não de 99,9% como se 
imaginava ao fim do PGH. 

Em 2004, foram publicados os resultados completos, 
ressaltando que o genoma humano é composto por apro- 
ximadamente 20 a 25 mil genes e que a sequência de ba- 
ses se configuraria em um alicerce sólido para investiga- 
ções biomédicas das próximas décadas.**!0!! 

Um dos principais desafios apontados nas conclu- 
sões da publicação dos resultados completos do Projeto 
Genoma Humano (PGH) foi a necessidade de identifica- 
ção sistemática de todos os polimorfismos genéticos en- 
contrados na população, com o objetivo de facilitar o es- 
tudo de suas associações com doenças, o que demandaria 
a avaliação de centenas a milhares de genomas huma- 
nos. 

Nesse sentido, foi lançado em 2002 o Projeto Interna- 
cional HapMap, que teve como metas determinar padrões 
comuns de variações na sequência de DNA no genoma 
humano e disponibilizar tais informações em domínio 
público. Tais objetivos foram alcançados por meio da de- 
terminação dos genótipos de cerca de um milhão de se- 
quências variantes em amostras de DNA de populações 
com ancestralidade de regiões da África, Ásia e Europa, da 
determinação de suas frequências e do grau de associação 
entre elas, permitindo a descoberta de variações genéticas 
que influenciam o surgimento de doenças comuns e faci- 
litando o desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico 
e a capacidade de escolher alvos para intervenções tera- 
pêuticas.! 

No início de 2008, foi lançado o Projeto 1.000 Geno- 
mas, com o objetivo de descobrir, genotipar e fornecer 
informações acuradas de haplótipos* de todas as formas 
de polimorfismos do DNA humano, caracterizando, es- 
pecificamente, mais de 95% das variações em regiões ge- 
nômicas acessíveis às tecnologias de sequenciamento e 
que apresentam frequência de 1% ou superior em pelo 


* Haplótipo: regiões que contém variações genéticas próximas 
umas das outras e que tendem a ser herdadas em conjunto. 


menos 1.000 indivíduos dos maiores grupos de popula- 
ções — Europa, Ásia, África e Américas. Os resultados do 
projeto piloto foram publicados em 2010 e, em 2012, foi 
anunciado o sequenciamento do genoma de 1.092 indiví- 
duos de 14 populações, revelando dados importantes, co- 
mo um mapa de 38 milhões de SNP, de 1,4 milhão de pe- 
quenas inserções e deleções e de mais de 14 mil grandes 
deleções. Os resultados mostraram, ainda, que indivíduos 
de diferentes populações carreiam perfis diferenciados de 
variações comuns e raras e que variações de baixa fre- 
quência mostram diferenciação geográfica substancial. ">! 


CONCEITOS BÁSICOS EM NUTRIGENÉTICA 


O corpo humano é formado por trilhões de células e, 
com exceção dos eritrócitos e das plaquetas, todas apre- 
sentam núcleo e, por consequência, o DNA. O DNA con- 
tém todas as instruções que direcionam as atividades ce- 
lulares e é formado pelas bases nitrogenadas purínicas 
(adenina e guanina) e pirimidínicas (citosina e timina), 
ligadas a uma molécula de desoxirribose e a um grupa- 
mento fosfato. Essa formação composta de base nitroge- 
nada, açúcar e fosfato dá origem aos grupamentos co- 
nhecidos como nucleotídeos. A molécula de DNA tem 
estrutura de dupla fita e os nucleotídeos apresentam pa- 
reamento específico (adenina com timina e citosina com 
guanina), conhecido como complementaridade das ba- 
ses, o qual garante a preservação fidedigna do código ge- 
nético durante a replicação celular. Acredita-se que o ge- 
noma humano seja composto de 3,2 bilhões de pares de 
nucleotídeos enovelados em octâmeros de histonas e or- 
ganizados em 23 pares de cromossomos, sendo 22 deles 
autossômicos ou somáticos (não relacionados ao sexo) e 
um sexual (XX mulher ou XY homem).'*'® 

Os genes são as estruturas funcionais da hereditarie- 
dade e podem ser definidos como segmentos de DNA 
que codificam a informação necessária para a produção 
de um produto biológico funcional, que pode ser uma 
cadeia polipeptídica ou um ácido ribonucleico (RNA) 
com ações catalíticas ou estruturais. Um gene apresenta 
duas grandes regiões específicas, a regulatória e a codifi- 
cadora. A primeira está relacionada ao controle da ex- 
pressão gênica e pode ser dividida basicamente em 
enhancer/silencer* e promotor. A região codificadora é 
composta de éxons e íntrons; estes últimos não codificam 
nenhuma mensagem e são removidos durante o proces- 
samento do pré-RNAm (Figura 4.1). Os éxons contêm os 


* Enhancer: região do DNA em que fatores de transcrição podem 
se ligar e ativar o processo de transcrição. Silencer: região do DNA 
em que fatores de transcrição podem se ligar e reprimir a trans- 
crição. 
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códigos que darão origem aos aminoácidos e, ao final, às 
proteínas. 

A sequência de eventos necessária para que ocorra a 
síntese de uma proteína é direcionada pela teoria do dog- 
ma central, proposta por Francis Crick em 1958 e publi- 
cada em 1970. De acordo com ela, a primeira etapa para 
a síntese de uma proteína é a transcrição da informação 
contida em determinada região do DNA em uma estru- 
tura mais simples, a molécula de RNA (transcrito primá- 
rio). Esse processo depende da participação de uma série 
de fatores de transcrição (gerais e específicos) e da enzi- 
ma RNA polimerase II, que se liga à região promotora do 
gene, separando a dupla hélice e movimentando-se na 
fita molde no sentido 3’ para 5’ até a região de termina- 
ção. Depois de catalisar a inserção de cada nucleotídeo, a 
RNA polimerase II revisa a molécula de RNA recém-sin- 
tetizada e a dupla hélice de DNA retorna à forma helicoi- 
dal. Chegando à região de terminação, a enzima se separa 
da fita molde de DNA liberando a molécula de RNA re- 
cém-produzida, a qual passará por processamento (adi- 
ção de cauda poli A, capeamento e splicing) visando à 
formação do RNA mensageiro (RNAm) maduro; este 
deixa o núcleo celular em direção ao citoplasma e, nos 
ribossomos, decodifica a informação, em um processo 
denominado tradução (mais detalhes podem ser encon- 
trados nos Capítulos 1 e 2). 

A informação codificada pelo RNAm é traduzida em 
proteínas pela leitura do código a cada três nucleotídeos. 
Cada sequência de três nucleotídeos, conhecida como 
códon, dará origem a um aminoácido. Entretanto, como 
existem quatro bases nitrogenadas, que são combinadas 
de três em três, resultando em 64 possibilidades de com- 
binação (4º), diferentes códons podem codificar um mes- 
mo aminoácido, e ainda três códons de parada, ou stop 
códons, que indicam para o ribossomo o momento em 
que a leitura do RNAm deve ser encerrada (Figura 4.2). 
Essa constatação refere-se à teoria da degeneração ou 
ambiguidade do código genético.'®!” 

A ambiguidade do código genético tem influência 
importante na nutrigenética, que pode ser entendida co- 
mo o estudo de pequenas variações na sequência de nu- 
cleotídeos do DNA, que podem interferir positiva ou ne- 
gativamente em vias metabólicas, determinando de que 
maneira os indivíduos responderão à ingestão de nu- 
trientes ou CBA e a diferentes padrões de alimentação. 
Sabe-se, por meio de resultados de estudos intervencio- 
nais, que existe grande variabilidade interindividual nas 
respostas metabólicas às mudanças no padrão alimentar, 
ou seja, muitos indivíduos não apresentam alterações im- 
portantes, enquanto outros podem ser extremamente 
sensíveis a tais modificações.!* 
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Figura 4.1 Estrutura de um gene. 3'UTR: região 3’ não traduzida; 5'UTR: região 5’ não traduzida; start: ponto de início da transcrição; stop: ponto de 
término da transcrição; terminator. região que demarca o final de um gene. Fonte: adaptada de Nelson e Cox.” 
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Figura 4.2 Degeneração ou ambiguidade do código genético: alguns 
aminoácidos podem ser codificados por mais de um códon. Ala: alani- 
na; Arg: arginina; Asn: asparagina; Asp: aspartato; Cys: cisteína; Gln: 
glicina; Glu: ácido glutâmico; Gly: glicina; His: histidina; Ile: isoleucina; 
Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina (códon de início da tradução); 
Phe: fenilalanina; Pro: prolina; Ser: serina; Stop: códon de término da 
tradução; Thr: treonina; Trp: triptofano; Tyr: tirosina; Val: valina. Fonte: 
adaptada de Nelson e Cox.” 


Um dos resultados de destaque do PGH foi a consta- 
tação de que o genoma de seres humanos tem sequência 
de nucleotídeos cerca de 99,9% idêntica, ou seja, todas as 
diferenças genéticas entre as pessoas, como cor dos olhos, 
tipo sanguíneo, composição corporal e risco para o de- 
senvolvimento de DCNT, são determinadas por 0,1% de 
variações genéticas.” 

Em 2007 foi publicada a primeira sequência de geno- 
ma diploide, conforme descrito anteriormente. Esse tra- 
balho, contendo a informação de cada par de cromosso- 


mo herdado dos pais (diferente das primeiras publicações 
que correspondem ao genoma haploide, ou seja, de ape- 
nas um cromossomo), concluiu que a semelhança das 
sequências genéticas entre dois indivíduos é de 99,5% e 
não de 99,9% como descrito no PGH.” 

As formas alternativas de um gene são chamadas de 
alelos e as diferenças fenotípicas entre indivíduos são de- 
terminadas por pequenas variações genéticas, que, quan- 
do ocorrem em uma frequência relativamente alta (em 
mais de 1% dos indivíduos de uma população), são co- 
nhecidas como polimorfismos, do latim poli = muitas; 
morfismo = formas. Existem alguns tipos de polimorfis- 
mos — como os microssatélites ou VNTR (variable number 
of tandem repeats), os polimorfismos INDEL e os SNP, o 
tipo mais comum de variação encontrada no genoma 
(cerca de 90% de todas as variações) — no qual ocorre a 
troca de apenas um nucleotídeo em uma posição específi- 
ca do DNA, que pode ou não ser uma região codificadora 
(Figura 4.3).? Quando a troca de nucleotídeo ocorre em 
um éxon, pode resultar ou não em alteração da proteína 
traduzida, em função da degeneração do código genético. 
Quando a troca de nucleotídeo resulta no mesmo ami- 
noácido, o SNP é conhecido como sinônimo ou silencio- 
so, pois não altera a proteína traduzida (p. ex., GUC > 
GUA; ambos codificam o aminoácido valina). Caso a va- 
riação resulte em um códon que dará origem a um ami- 
noácido diferente, o SNP é conhecido como não sinônimo 
ou missense (p. ex., UUA — UCA, em que o primeiro co- 
difica uma leucina e o segundo, uma serina). Outra possi- 
bilidade é a troca de nucleotídeo resultar em um códon de 
terminação da tradução ou stop códon, dando origem a 
um SNP conhecido como nonsense (p. ex., UAU > UAG, 
em que o primeiro codifica uma tirosina e o segundo é um 
stop códon). 


Entretanto, um polimorfismo pode não ocorrer ape- 
nas em éxons, mas ao longo de toda a molécula de DNA, 
inclusive na região promotora do gene, o que pode in- 
fluenciar a regulação da expressão gênica, tanto positiva 
quanto negativamente. Podem ocorrer SNP também em 
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Figura 4.3 Polimorfismo de nucleotídeo único: variações em nucleotídeos na sequência do DNA. No desenho estão ilustrados dois exemplos de 
genótipos; no “comum”, apresenta-se um códon AAA, que é transcrito em UUU no RNAm, que codifica uma fenilalanina. No “genótipo variante”, 
no último nucleotídeo do códon exemplificado, houve a troca da adenina (A) pela citosina (C). O códon AAC será transcrito em UUG no RNAm, 
dando origem ao aminoácido leucina, o que promove alteração na proteína traduzida. Fonte: adaptada de Camp e Trujillo.? 


íntrons e, mesmo essas estruturas não codificando ami- 
noácidos, tais variações podem interferir na síntese da 
proteína, por meio de modificações no processo de spli- 
cing alternativo*.»>2! Ainda, a amplitude do impacto 
biológico de um SNP dependerá também do fato deste 
ocorrer em homozigose ou em heterozigose. Muitas ve- 
zes, a presença de apenas um alelo variante já é suficiente 
para determinar efeitos de proteção ou de aumento do 
risco em função do polimorfismo. 

A nomenclatura de um SNP pode ser ditada de algu- 
mas maneiras. Em primeiro lugar, a grande maioria dos 
SNP é catalogada em um banco de dados público (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), sob um número de regis- 
tro (rs — register number, por exemplo rs1800629). Além 
desse registro, outra forma de nomear um SNP é pon- 
tuando a troca de nucleotídeo e a posição do DNA em 
que esta ocorre, seguida da descrição dos nucleotídeos 
envolvidos (p. ex., o rs1800629 refere-se a uma troca de 
G por A na posição 4682, portanto 4682G>A). Caso o 


* Splicing alternativo: processo regulatório que ocorre durante a 
expressão gênica que pode resultar na tradução de produtos dife- 
rentes a partir de um mesmo gene. 


SNP ocorra na região promotora do gene, indica-se 
com um sinal de menos à frente da troca (-308 G>A). 
Ainda, como polimorfismos que ocorrem em éxons 
podem alterar a sequência de aminoácidos codificados, 
essa mudança também pode ser utilizada para identifi- 
car o polimorfismo. Por exemplo, um SNP que ocorre 
no gene da glutationa peroxidase 1 (GPx1) está catalo- 
gado sob o rs1050450 e refere-se a uma troca de nu- 
cleotídeo (citosina por timina) na posição 593 do DNA. 
Essa troca resulta na codificação de uma leucina em vez 
de uma prolina no códon 198. Portanto, esse polimor- 
fismo pode ser nomeado como rs1050450 ou C593T 
(593C>T) ou Prol98Leu. Quando o SNP ocorrer na 
região promotora ou em um íntron, haverá apenas a 
nominação referente à troca de nucleotídeo em deter- 
minada posição do DNA. Por exemplo, o rs6721961 
refere-se ao SNP —617C>A na região promotora do ge- 
ne que codifica o fator de transcrição Nrf2 (nuclear fac- 
tor (erythroid-derived 2)-like 2), relacionado ao sistema 
antioxidante. Já o rs894160 é o número de registro de 
um polimorfismo que ocorre em um íntron localizado 
no gene da perilipina e também pode ser nomeado co- 
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mo 11482G>A, referindo-se à posição do DNA em que 
ocorre a troca de uma guanina por uma adenina. 

Conforme mencionado anteriormente, o Projeto 
Internacional 1.000 Genomas revelou que o genoma 
humano apresenta 38 milhões de possibilidades de SNP 
e, nesse contexto, estima-se que, como o genótipo de 
cada indivíduo apresenta uma variação a cada 100 ou 
300 nucleotídeos, uma pessoa pode apresentar um sub- 
conjunto de até 3 milhões de SNP. Todavia, é importan- 
te distinguir quais, dentre tantos SNP, têm realmente 
importância do ponto de vista da nutrição. Gillies” su- 
gere que alguns pontos sejam considerados na determi- 
nação dos SNP de maior interesse em estudos de nutri- 
genética: 


E Devem se encontrar em genes que respondem à ali- 
mentação e que são ativados cronicamente nas doenças. 

E Devem se encontrar em genes que codificam pro- 
teinas consideradas essenciais no metabolismo e que 
apresentem papel hierárquico nas cascatas biológicas. 

E Devem ter consequências funcionais importantes. 

E Devem ter alta prevalência na população de inte- 
resse. 

m Devem se encontrar em genes com biomarcadores 
associados. 


Polimorfismos específicos de doenças e responsivos a 
intervenções nutricionais podem ser considerados funda- 
mentais para o estabelecimento de recomendações nutri- 
cionais baseadas no genótipo, com vistas à promoção da 
saúde e redução do risco do desenvolvimento de DCNT. 
Para identificação de variações genéticas de interesse po- 
dem ser adotadas diferentes estratégias de estudos. Dois 
exemplos são a abordagem baseada em genes candidatos 
e a utilização de estudos de associação ampla do genoma 
(GWAS), que serão descritas a seguir. 


ABORDAGEM BASEADA EM GENES CANDIDATOS 
Princípios e aplicação 


Estudos de nutrigenética com abordagem em genes 
candidatos se baseiam na identificação de variantes de 
risco associadas com determinada doença, ou seja, têm 
foco na seleção de genes que tenham sido, em alguma ex- 
tensão, previamente relacionados à doença e que então 
forneçam informações sobre suas funções. Essa aborda- 
gem se inicia com a seleção do gene candidato com base 
em sua relevância no mecanismo da doença e, em segui- 


da, avaliam-se e selecionam-se tag SNP* ou SNP com 
consequências funcionais sobre a regulação do gene ou 
sobre a função da proteína traduzida. Por fim, verifica-se 
a associação da variante genética com a doença em ques- 
tão, por meio da observação da ocorrência em indivíduos 
que a apresentam (casos) e em indivíduos controle.” 

Nas décadas de 1990 e 2000, muitos estudos de abor- 
dagem baseada em genes candidatos revelaram aspectos 
importantes dos efeitos de variações genéticas no meta- 
bolismo, nas necessidades de nutrientes e no risco de de- 
senvolvimento de doenças. De forma geral, estudos epi- 
demiológicos em nutrição têm particular importância, 
uma vez que analisam os efeitos da exposição dietética e 
das variações genéticas em humanos. A análise de po- 
limorfismos em estudos epidemiológicos tem auxiliado 
a resolver diversas limitações inerentes a esses estudos.” 
Como exemplo, pode-se citar a relação entre a ingestão 
de café e o risco para DCV, que mostra-se diferenciada 
em muitos estudos, estando associada com o aumento do 
risco em alguns indivíduos e com a ausência de efeitos 
ou, até mesmo, com risco reduzido em outros indiví- 
duos, principalmente em razão do conteúdo de cafeína 
dessa bebida. Estudos de nutrigenética demonstram que 
tais diferenças de resposta são atribuídas à presença de 
um alelo variante (do gene responsável por codificar a 
enzima CYP1A2) que faz que os indivíduos sejam classi- 
ficados em metabolizadores rápidos ou lentos da cafeína, 
e essa característica influencia o risco cardiovascular, 
maior nos metabolizadores lentos.” 

Vários outros genes candidatos são conhecidos por 
influenciar diversos processos fisiológicos, como absor- 
ção, transporte, biotransformação, utilização, ligação, 
estoque e excreção, bem como mecanismos celulares de 
ação de diversos nutrientes ou CBA e, assim, a forma 
como eles interferem na relação entre saúde e doença. 
Cada gene envolvido em todos esses processos pode 
apresentar polimorfismos que alteram sua função e as 
respostas fisiológicas a determinado composto alimen- 
tar. A seguir são destacados alguns exemplos importantes 
de polimorfismos fortemente relacionados à alimenta- 
ção. 


Gene da metilenotetra-hidrofolato redutase, 
metabolismo do folato e risco cardiovascular 


Os ciclos do folato e da metionina compartilham al- 
gumas etapas, das quais a metilenotetra-hidrofolato re- 
dutase (MTHER) participa catalisando a conversão do 


* Tag SNP: um ou mais SNP importantes em uma região do geno- 
ma com alto desequilíbrio de ligação que representam um grupo 
de SNP herdado em conjunto, conhecido como haplótipo. 


5-10 metiltetra-hidrofolato em 5-metiltetra-hidrofolato, 
para posterior doação de um grupamento metil para a 
homocisteína, de forma que esta possa ser regenerada em 
metionina. 

Entre as variações genéticas mais estudadas no gene 
da MTHER está o polimorfismo rs1801133 ou C677T 
(troca de uma citosina por uma timina na posição 677 
do gene, que promove a codificação do aminoácido vali- 
na em vez de alanina no códon 222). Esse SNP resul- 
ta em uma MTHER mais termolábil, com menor ativi- 
dade enzimática (aproximadamente 30% menor nos 
indivíduos carreadores do genótipo heterozigoto e 65% 
menor naqueles homozigotos para o alelo variante T) e 
tem sido relacionado à elevação da concentração plas- 
mática de homocisteína e à redução do ácido fólico plas- 
mático.” 

Além da importância dessa variação genética nas 
concentrações de ácido fólico e, portanto, no padrão de 
metilação global do DNA e suas consequências, evidên- 
cias também sugerem associação entre as concentrações 
aumentadas de homocisteína em função de polimorfis- 
mos no gene da MTHFR com o desenvolvimento de 
DCV.” Metanálise que incluiu mais de 70 estudos ca- 
so-controle (n=16.849) revelou que indivíduos homozi- 
gotos variantes em relação ao SNP MTHFR C677T apre- 
sentaram risco 21% maior de desenvolver doença 
isquêmica do miocárdio. Além disso, por meio da avalia- 
ção de outros 20 estudos prospectivos (n=3.820), obser- 
vou-se que um aumento de 5 umol/mL nas concentrações 
sanguíneas de homocisteína acarretou risco 23% maior 
de surgimento de doença isquêmica do miocárdio.” 

Entre os fatores de risco cardiovascular, além da hi- 
per-homocisteinemia, as dislipidemias têm fundamental 
importância, considerando-se sua relevância na forma- 
ção da placa aterosclerótica. Diversos SNP têm sido asso- 
ciados a essa condição clínica. Entre os genes envolvidos 
com o metabolismo das lipoproteínas, destacam-se aque- 
les que codificam as apolipoproteínas, classificadas como 
uma família complexa de polipeptídeos que determinam 
o destino metabólico dos lipídios plasmáticos e a sua 
captação pelos tecidos.” 


Gene da apolipoproteína E e risco cardiovascular 


Com relação ao papel das apolipoproteínas na mag- 
nitude do risco cardiovascular, destaca-se a apolipopro- 
teína E (APOE), uma glicoproteína do soro que se en- 
contra associada aos quilomícrons circulantes, aos 
quilomícrons remanescentes e às lipoproteínas de mui- 
to baixa densidade (VLDL). Tem papel importante no 
metabolismo lipídico, pois favorece a captação de lipo- 
proteínas contendo triacilgliceróis, participa do trans- 
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porte reverso de colesterol e pode influenciar o desen- 
volvimento de DCV.” De acordo com Sing e Davignon,* 
a contribuição da APOE para a variabilidade nas con- 
centrações plasmáticas de colesterol é mais importante 
que a contribuição de qualquer outro gene envolvido 
com o metabolismo do colesterol já identificado. 

O gene que codifica a APOE localiza-se no braço 
longo do cromossomo 19, tem quatro éxons e três ín- 
trons e, após os processos de transcrição e tradução, dá 
origem a um polipeptídeo com 317 resíduos de aminoá- 
cidos. Duas mutações pontuais no éxon 4 causam uma 
alteração que se diferencia pelo conteúdo de cisteína e 
arginina nos códons 112 e 158, respectivamente, resul- 
tando em três alelos principais: €2 (contém cisteína em 
ambas as posições); €3 (contém cisteína na posição 112 e 
arginina na 158); e e4 (possui arginina em ambas as po- 
sições) (Figura 4.4). Esses alelos dão origem a seis possi- 
bilidades de genótipos: E2/E2; E3/E3; E4/E4; E3/E2; E4/ 
E2 e F4/E3.% 

A prevalência do polimorfismo no gene da APOE é 
bastante variável, até mesmo entre indivíduos de um 
mesmo grupo étnico. Todavia, o alelo €3 é o mais fre- 
quente nas populações investigadas, seguido pelo £4. Já o 
alelo €2 é o menos prevalente, não tendo sido detectado 
em algumas populações.” 

Com relação aos efeitos sobre o risco cardiovascular, 
estima-se que 60% das variações na concentração sérica 
de colesterol sofrem influência de um determinante ge- 
nético e que 14% delas são definidas por polimorfismos 
no gene da APOE.’ 

As isoformas da ApoE interagem de formas diferen- 
tes com receptores específicos de lipoproteínas, alterando 
as concentrações circulantes de colesterol. Na presença 
do alelo €2 há menor eficiência na produção e na transfe- 
rência de VLDL e de quilomícrons do plasma sanguíneo 
para o fígado, o que é determinado por propriedades de 
ligação. Contrariamente, a presença dos alelos €3 e £4 
torna esse processo muito mais eficiente. Enquanto a 
APOE3 e a APOE4 se ligam aos receptores de lipoprotei- 
nas com afinidade aproximadamente igual, a capacidade 
de ligação da APOE2 é inferior a 2% quando comparada 
às outras duas isoformas. Dessa maneira, carreadores do 
alelo €2 apresentam menor velocidade de metabolização 
dos lipídios alimentares. As diferenças na absorção 
pós-prandial de lipoproteínas resultam em alterações na 
regulação hepática dos receptores das lipoproteínas de 
baixa densidade (LDL), o que contribui para as diferen- 
ças fenotípicas nas concentrações séricas de colesterol 
total e de LDL.* 

Para explicar os efeitos da variação genética na APÕE, 
Mamotte et al.” compararam a capacidade da VLDL e da 
LDL de indivíduos com genótipo E4/E4 e E3/E3 em 
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Figura 4.4 Gene humano da apolipoproteína E (19913. 2; 3.59 kb), seus alelos e isoformas. Caixas pontilhadas: regiões não traduzidas de éxons; 
caixas com linhas em diagonal: regiões traduzidas de éxons. Arg: arginina; C: cistosina; Cys: cisteina; pb: pares de base; T: timina. Fonte: adaptada 


de Song et al. 


competir pela ligação com o receptor de LDL em cultu- 
ra de fibroblastos e células HepG2. Nas células hepáti- 
cas, a VLDL de indivíduos E4/E4 foi mais eficiente que 
a de indivíduos E3/E3 na competição pelo receptor de 
LDL, o que não ocorreu em fibroblastos. Os resultados 
sugerem que a presença do alelo £4 é associada com afi- 
nidade aumentada das partículas de VLDL e de LDL 
pelos receptores de LDL em hepatócitos e que isso pode 
explicar parcialmente a influência da isoforma F4 no 
metabolismo lipídico. 

Uma metanálise de 82 estudos sobre concentrações 
de lipídios em indivíduos saudáveis e 121 estudos com 
indivíduos portadores de DCV demonstrou relação im- 
portante entre os genótipos da APÕE, a concentração de 
LDL e o risco de desenvolvimento de DCV. Os resultados 
mostraram que, em razão de apresentarem concentra- 
ções séricas de colesterol total e LDL mais elevadas, indi- 
viduos carreadores do alelo £4 têm chances maiores de 
desenvolver DCV do que carreadores dos outros alelos.” 

Considerando interações entre genes e nutrientes, es- 
tudo transversal com indivíduos europeus mostrou que 
concentrações séricas elevadas de LDL foram fortemente 


correlacionadas com o alto consumo de ácidos graxos sa- 
turados quando os participantes eram carreadores do 
alelo variante £4. Tal correlação não foi observada nos 
indivíduos com os genótipos E2/E2, E2/E3 e E3/E3.>° 

Na literatura, há enfoque na considerável heteroge- 
neidade observada na resposta individual à mesma inter- 
venção alimentar, com particular destaque para a grande 
variação observada nas concentrações séricas de LDL de 
diferentes indivíduos em resposta à suplementação com 
óleo de peixe.'! A despeito do efeito cardioprotetor dos 
ácidos graxos presentes no óleo de peixe (ácido eicosa- 
pentaenoico [EPA] e ácido docosaexaenoico [DHA]), au- 
mento potencialmente deletério nas concentrações de 
LDL (entre 5 e 10%) tem sido relatado após o consumo 
de doses superiores a 2 g/dia de EPA em associação com 
DHA, com destaque para uma variação interindividual 
acentuada relacionada ao genótipo APOE4. 

Nesse sentido, Minihane et al.“ verificaram aumento 
global de 7,1% nas concentrações séricas de LDL em indiví- 
duos com fenótipo aterogênico de lipoproteínas que parti- 
ciparam de ensaio clínico crossover controlado por placebo, 
no qual consumiram 3 g de EPA+DHA ao dia, durante seis 


semanas. O genótipo da APÕE teve grande impacto nessa 
resposta, uma vez que tal aumento global nas concentra- 
ções de LDL ocorreu em razão de um aumento de 16% ob- 
servado em indivíduos que carreavam o alelo £4. Esses indi- 
víduos também apresentaram reduções nas concentrações 
de lipoproteína de alta densidade (HDL) e aumento nas 
concentrações de colesterol total após a suplementação. Por 
outro lado, todos os indivíduos, independentemente do ge- 
nótipo, apresentaram melhoras significativas no perfil de 
trigliceridemia. Entretanto, os autores sugerem que esse be- 
nefício pode ser contrabalanceado pelas alterações pró-ate- 
rogênicas observadas no perfil do colesterol. 

Em outro estudo, homens normolipidêmicos, sepa- 
rados por genótipo (E3/E3 e E3/E4), foram suplementa- 
dos com óleo rico em EPA (3,3 g/dia) ou óleo rico em 
DHA (3,7 g/dia) em estudo crossover controlado por pla- 
cebo. Observou-se redução significativa nas concentra- 
ções de triacilgliceróis (28% no grupo EPA e 19% no gru- 
po DHA), independentemente do perfil de genótipo. 
Entretanto, no grupo tratado com óleo rico em DHA, 
indivíduos com o genótipo E3/E4 apresentaram aumento 
de 10% nas concentrações de LDL, sugerindo que esse 
subgrupo de indivíduos possa não se beneficiar dos efei- 
tos cardioprotetores do DHA.º 

Apesar de os dados disponíveis na literatura destaca- 
rem o efeito potencial do genótipo na modulação das res- 
postas fisiológicas à ingestão aumentada de ácidos graxos 
poli-insaturados da série ômega 3, sua utilidade ainda é 
limitada, uma vez que as associações relatadas frequente- 
mente não são investigadas em outras coortes e confir- 
madas em estudos independentes.“ 


Polimorfismos no gene do fator de necrose tumoral-alfa 
(TNF-alfa) e resposta inflamatória 


O TNF-alfa é uma citocina pleiotrópica com papel 
central na resposta inflamatória e está envolvido na regu- 
lação da função imune, na diferenciação e proliferação 
celular, na apoptose e no metabolismo energético. É con- 
siderado uma citocina pró-inflamatória, uma vez que a 
ligação ao seu receptor de membrana desencadeia uma 
gama de efeitos biológicos intracelulares, dentre os quais 
grande parte é relacionada à ativação dos fatores de 
transcrição designados fator nuclear kappa B (NF-kB) e 
proteína ativadora-1 (AP-1) e resulta na transcrição de 
genes que codificam proteínas com ação pró-inflamató- 
ria.” Aliado a esse fato, o TNF-alfa ativa vias de sinali- 
zação intracelulares que provocam a inibição da via de 
sinalização da insulina, sendo, portanto, inversamente 
correlacionado com o aumento da sensibilidade à ação 
desse hormônio.” 
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A síntese de TNF-alfa a partir de cultura de células do 
sangue total de indivíduos saudáveis apresenta variações 
interindividuais significativas, o que possibilita identifi- 
car indivíduos com fenótipo designado “alto” ou “baixo” 
produtor de TNF-alfa." Tal fato está relacionado, em 
parte, à capacidade de determinados SNP presentes no 
gene do TNF-alfa de influenciar a síntese dessa citocina. 

Em humanos, o gene do TNF-alfa está localizado na 
região cromossômica 6p21.3, na região de classe III do 
complexo de histocompatibilidade principal.” Entre os 
SNP localizados na região promotora do gene do TNF- 
-alfa, destacam-se: —1031T>C (rs1799964), —863C>A 
(rs1800630), -857C>A (1s1799724), —851C>T (1s1799724), 
—376G>A (rs1800750), —308G>A (rs1800629) e —238G>A 
(rs361525). A presença de alelos variantes na região pro- 
motora do gene do TNF-alfa pode influenciar a atividade 
transcricional dessa citocina, o que favorece o desenvol- 
vimento de condições clínicas associadas com a síntese 
excessiva de TNF-alfa, como artrite reumatoide, doença 
inflamatória intestinal e resistência à insulina.? O poli- 
morfismo —308G>A tem considerável destaque na litera- 
tura. 

Lit constatou, a partir de metanálise envolvendo 
2.244 participantes, relação significativa positiva entre o 
polimorfismo —308G>A e hipertensão essencial em chi- 
neses, com particular suscetibilidade observada para car- 
readores do alelo A. Além disso, pacientes com artrite 
reumatoide e que carreiam o alelo C em relação ao SNP 
—1031T>C apresentam maior concentração de partículas 
de LDL pequenas e densas e maior suscetibilidade à oxi- 
dação, o que caracteriza maior risco cardiovascular para 
esses indivíduos.” 

Wilson et al.% identificaram que a presença do alelo 
A referente ao SNP —308G>A está associada com maior 
risco para doenças, principalmente infecciosas e autoi- 
munes. Todavia, resultados referentes ao possível papel 
funcional desse polimorfismo são conflitantes.” Estudos 
envolvendo ensaios de determinação da atividade trans- 
cricional do TNF-alfa por meio do gene repórter da luci- 
ferase mostram diferenças significativas entre os alelos; o 
alelo -308A apresenta duas vezes mais atividade que o 
—308G. Entre os fatores que poderiam explicar essa varia- 
ção nos resultados, destacam-se as diferenças em relação 
ao tipo celular utilizado na transfecção celular, ao tipo de 
estímulo (lipopolissacarídeo — LPS, forbol miristato ace- 
tato e TNF-alfa), ao comprimento da sequência do pro- 
motor utilizado e à ausência das regiões 3’ não traduzidas 
do RNA mensageiro (3UTR).*Sº 

Indivíduos saudáveis e carreadores do alelo A em 
relação ao SNP -308G>A apresentam aumento da con- 
centração plasmática de biomarcadores inflamatórios, 
como a proteína C reativa em alguns,” mas não em 
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todos os estudos.? Essa associação está relacionada à 
idade, ao sexo e à etnia. Metanálise (31 estudos, em um 
total de 1.624 indivíduos) verificou que esse polimorfis- 
mo esteve associado com síndrome metabólica em indi- 
víduos carreadores do alelo A, os quais também apre- 
sentavam maiores valores de pressão arterial sistólica e 
de insulinemia de jejum, sendo esse efeito dependente 
da idade e da etnia da população estudada.™ Em relação 
ao risco cardiovascular, outra metanálise com 17.030 
indivíduos (23 estudos) não verificou associação do po- 
limorfismo com doença cardíaca isquêmica e infarto do 
miocárdio, com exceção de indivíduos asiáticos, uma 
vez que o alelo A parece ser protetivo para tais eventos 
cardiovasculares nessa população.“ 

Alguns estudos observaram que o SNP —308G>A po- 
de influenciar a resposta individual em relação à suple- 
mentação de vitamina E e de óleo de peixe. Nesse contexto, 
Grimble et al. relataram que a suplementação de 6 g de 
óleo de peixe por dia, durante um período de 12 semanas, 
em homens saudáveis, reduziu a síntese in vitro de TNF-al- 
fa a partir de células mononucleares do sangue periférico 
estimuladas por LPS. Entretanto, esse evento só foi obser- 
vado em células extraídas de indivíduos que apresentavam 
capacidade elevada de síntese de TNF-alfa, independente- 
mente do genótipo relativo ao SNP —-308G>A. Contudo, o 
efeito supressivo da suplementação de óleo de peixe sobre 
a produção de TNF-alfa foi maior entre os indivíduos que 
estavam no maior tercil de produção de TNF-alfa no mo- 
mento pré-suplementação e que carreavam o alelo A. 

Em um estudo randomizado, controlado, duplo-ce- 
go, homens e mulheres idosos receberam suplementação 
de vitamina E (182 mg de alfa-tocoferol) durante um 
ano.” A produção ex-vivo de interleucina (IL)-1 beta, de 
IL-6 e de TNF-alfa foi determinada em amostras de san- 
gue total incubado com LPS por 24 horas. Apesar da au- 
sência de efeito em relação ao tratamento para qualquer 
uma das citocinas, quando o genótipo foi avaliado, veri- 
ficou-se que os indivíduos que carreavam o alelo A rela- 
tivo ao SNP TNF-alfa -308G>A, quando suplementados 
com vitamina E, tinham menor produção de TNF-alfa 
em relação àqueles do grupo placebo que também car- 
reavam o alelo A. 

Existem algumas evidências de que o alelo -308A do 
gene do TNF-alfa possa influenciar a resposta esperada a 
determinada intervenção alimentar em indivíduos obe- 
sos. Nesse sentido, obesos não diabéticos foram aleato- 
riamente distribuídos em dois grupos com restrição ca- 
lórica durante dois meses: dieta com baixo teor de lipídios 
(valor calórico total [VCT]: 1.500 kcal/dia, 52% de car- 
boidratos, 20% de proteínas e 27% de lipídios); dieta 
com baixo teor de carboidratos (VCT: 1.507 kcal/dia, 
38% de carboidratos, 26% de proteínas e 36% de lipi- 


dios). Os resultados desse estudo indicaram que indiví- 
duos obesos carreadores do alelo A respondem diferente- 
mente às intervenções supracitadas, uma vez que, 
contrariamente ao observado nos indivíduos com o ge- 
nótipo GG, não houve melhora nas concentrações plas- 
máticas de glicose, insulina, triacilgliceróis, colesterol to- 
tale LDL, nem nos valores de pressão sanguínea ao final 
do protocolo experimental.* 

Joffe et al., em estudo caso controle com 105 mu- 
lheres eutróficas (IMC < 25 kg/m?) e 118 obesas (IMC > 
30 kg/m?) da África do Sul, verificaram que o SNP 
—308G>A mostrou interação com a ingestão de lipídios 
(% do VCT) na probabilidade para ocorrência de obesi- 
dade. As carreadoras do alelo variante A apresentaram 
menor risco de desenvolver obesidade com ingestão de 
30% de lipídios totais em relação ao VCT; entretanto, esse 
efeito se mostrou dose-dependente, ou seja, ao atingir o 
consumo de lipídios de 40,6% em relação ao VCT, o risco 
para obesidade se igualou àquele do genótipo GG. Além 
disso, interações também foram encontradas entre o SNP 
avaliado e a ingestão do ácido graxo alfa-linolênico (ALA, 
% do VCT) sobre a razão colesterol total:HDL. Indiví- 
duos GA+AA apresentaram redução nessa razão em fun- 
ção do aumento da ingestão de ALA. Além disso, consta- 
tou-se interação entre o SNP e a ingestão de ácidos graxos 
poli-insaturados (% do VCT) sobre a concentração de 
LDL, uma vez que indivíduos GA+AA apresentaram au- 
mento da concentração plasmática de LDL em função do 
aumento do consumo de poli-insaturados. 

Em ensaio clínico randomizado, duplo-cego e pros- 
pectivo, realizado com homens e mulheres espanhóis, 
com idade entre 20 a 75 anos, participantes do estudo 
Cardioprev, constatou-se que os indivíduos que carrea- 
vam o genótipo GG relativo ao SNP -308G>A apresenta- 
ram concentrações basais de triacilgliceróis e de proteína 
C reativa de alta sensibilidade maiores que os carreadores 
do alelo A. Entretanto, após 12 meses de intervenção com 
dieta mediterrânea, a diferença entre os genótipos não foi 
mais observada. O delta dos indivíduos GG foi significati- 
vamente maior, ou seja, eles foram mais responsivos em 
diminuir a concentração de triacilgliceróis e proteína C 
reativa de alta sensibilidade.” 


ESTUDOS DE ASSOCIAÇÃO AMPLA DO GENOMA (GWAS) 


Os estudos de nutrigenética com abordagem baseada 
em genes candidatos avaliam a influência de poucos SNP 
sobre o risco de desenvolvimento de doenças. Por outro 
lado, os GWAS referem-se às mensurações e análises de 
centenas a milhares de variações na sequência de DNA ao 
longo de todo o genoma humano, com o objetivo de 
identificar fatores de risco genético para doenças comuns 


na população e de utilizar tais fatores de risco na identifi- 
cação das bases biológicas da suscetibilidade às doenças 
para desenvolvimento de estratégias de prevenção e tra- 
tamento.” Tais estudos são particularmente importantes 
na determinação de variações genéticas que contribuem 
para doenças complexas e comuns, como asma, câncer, 
diabetes, doenças cardíacas e doenças mentais.” 

Para a realização de um GWAS, são utilizados dois 
grupos de participantes: um grupo de indivíduos que 
apresentam a doença em estudo e outro grupo com ca- 
racterísticas gerais semelhantes, porém sem a doença em 
questão. O DNA desses indivíduos é coletado a partir de 
amostras de sangue ou saliva e analisado em chips que 
podem avaliar centenas ou até mesmo milhares de SNP. 
Quando determinadas variações genéticas são encontra- 
das com frequência significativamente superior nos indi- 
víduos que apresentam a doença em relação àqueles do 
grupo controle, considera-se que a variação é associada à 
doença. Essas variações que são associadas à condição em 
análise podem ser indicadores potenciais da região do ge- 
noma relacionada à causa da doença (Figura 4.5).” 

Um exemplo importante de GWAS refere-se aos re- 
sultados apresentados por Frayling et al.” que compa- 
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raram 490.032 SNP de 1.924 indivíduos ingleses com 
diabete melito tipo 2 e de 2.938 controles, na busca por 
variações genéticas relacionadas a essa doença. Poli- 
morfismos no gene FTO (fat mass and obesity associa- 
ted) foram fortemente associados com o diabete tipo 2, 
com destaque para o rs9939609 (46-23525T>A, no ín- 
tron 1); tal associação foi replicada em outros 3.757 pa- 
cientes com diabete e 5.346 controles. De forma interes- 
sante, os alelos de risco para diabete foram fortemente 
associados com o aumento do IMC, sugerindo que a 
relação dos SNP com diabete é mediada por alterações 
nesse marcador antropométrico. A associação do SNP 
rs9939609 com mudanças no IMC e com o risco de so- 
brepeso e obesidade foi avaliada em mais 14.424 adultos 
e em 10.172 crianças de nacionalidade europeia. Nos 
adultos, a presença do alelo variante A foi positivamen- 
te correlacionada com maior risco de sobrepeso e de 
obesidade em indivíduos de todas as faixas etárias e de 
ambos os sexos. A extensão da variação no IMC explica- 
da pelo SNP FTO rs9939609 foi de aproximadamente 
1% e os riscos de obesidade e sobrepeso atribuídos à 
presença do alelo variante foram de 20,4% e 12,7%, res- 
pectivamente. Nas crianças, o SNP também foi associa- 
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Figura 4.5 Representação esquemática de um estudo de associação ampla do genoma (GWAS). Fonte: https://www.mpg.de/10680/Modern_ 
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do com alterações no IMC e maior risco de obesidade a 
partir dos sete anos de idade, com as alterações persis- 
tindo na puberdade e vida adulta. Em todas as popula- 
ções analisadas também foi observada associação do 
alelo de risco A com maior peso, circunferência da cin- 
tura e massa adiposa subcutânea. 

Dessa forma, GWAS contribuem para a seleção de 
polimorfismos que podem ser utilizados em estudos de 
replicação para confirmar a sua associação com o desen- 
volvimento de determinadas doenças. A partir dessa con- 
firmação, podem ser realizados estudos de intervenção 
com vistas à promoção da saúde e à redução do risco do 
desenvolvimento de DCNT. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os projetos Genoma Humano, HapMap e 1.000 Ge- 
nomas trazem resultados que fundamentam o avanço de 
estudos em nutrigenética. O entendimento das bases ge- 
néticas da variabilidade individual na resposta à ingestão 
de nutrientes e de CBA fornece medida mais acurada da 
exposição de tecidos alvo a tais compostos e seus meta- 
bólitos e permite melhor compreensão dos seus efeitos 
na saúde e no risco de desenvolvimento de doenças. Es- 
pera-se que a identificação de interações relevantes entre 
alimentação e genes não beneficie apenas indivíduos que 
buscam orientações nutricionais personalizadas, mas tam- 
bém que ajude a refinar as recomendações de saúde pú- 
blica, por meio de evidências científicas sólidas relacio- 
nando compostos alimentares específicos com diversos 
desfechos de saúde.” 
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INTRODUÇÃO 


Todas as células de um organismo multicelular têm 
sequências idênticas de ácido desoxirribonucleico (DNA), 
portanto, o mesmo conteúdo de informação genética. 
Entretanto, essas células podem apresentar fenótipos 
bastante distintos. Além disso, a genética isoladamente 
não pode explicar a enorme diversidade de fenótipos en- 
contrados em uma população e o fato de gêmeos mono- 
zigóticos ou animais clonados, que possuem sequências 
de DNA idênticas, poderem apresentar fenótipos distin- 
tos e predisposição diferente a determinadas doengas.!” 
O conceito de epigenética oferece uma possível explica- 
ção para parte desses fenômenos. 

Ao elucidar a estrutura química da molécula de DNA 
e propor o mecanismo pelo qual ocorre a replicação des- 
sa molécula, Watson e Crick’ mostraram como a infor- 
mação genética flui nos múltiplos ciclos de divisão celu- 
lar. Estudos recentes têm desvendado mecanismos de 
transmissão da informação contida fora da molécula de 
DNA (informação “não genética”), a chamada herança 
epigenética. 

O perfil epigenético do genoma varia de forma dina- 
mica, de tecido para tecido, diferentemente do que ocor- 
re com a sequência estática do DNA.‘ Alterações nos si- 
nais epigenéticos envolvem grande número de enzimas 
atuando em conjunto para permitir que a informação 
epigenética resulte em modificações reversíveis no pa- 
drão de expressão gênica sem que haja alteração da se- 
quência do DNA. Os principais eventos epigenéticos in- 
cluem a atividade de ácido ribonucleico (RNA) não 
codificante, a metilação do DNA e as modificações 
pós-transcricionais (acetilação, metilação, fosforilação, 
entre outras) que ocorrem nas proteínas designadas his- 
tonas. Esses eventos epigenéticos são responsáveis pela 
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formação, manutenção e reversão de padrões de transcri- 
ção gênica e são fundamentais para a capacidade da célu- 
la de “lembrar” de eventos passados, como alterações no 
ambiente externo ou sinais de desenvolvimento.” 

As marcas epigenéticas podem ser modificadas em 
resposta a estímulos específicos recebidos durante um 
curto período, mas com efeitos de longa duração ao longo 
da vida do organismo e, possivelmente, nas gerações se- 
guintes.° Muitas dessas marcas epigenéticas, obtidas ainda 
na fase embrionária, são dinamicamente reguladas por 
meio da remodelação epigenética ao longo de toda a vida 
adulta do organismo. Sabidamente, o desenvolvimento de 
padrões epigenéticos é influenciado por fatores ambien- 
tais ainda na fase embrionária. Já foi comprovado que, em 
diferentes espécies, fatores ambientais, como temperatura 
ou presença de predadores, afetam o fenótipo da prole. 
Em humanos e ratos, a fisiologia do feto é influenciada 
pelo estado nutricional e emocional (especialmente o ní- 
vel de estresse) da mãe.”* Tal plasticidade fenotípica de- 
corrente de alterações epigenéticas durante o desenvolvi- 
mento embrionário é de extrema importância, pois pode 
resultar em preparação da prole para o tipo de ambiente 
no qual ela terá de sobreviver.” Evidências recentes têm 
sugerido que nutrientes como ácido fólico, vitamina E, 
selênio e compostos bioativos de alimentos (CBA) — co- 
mo isotiocianatos e flavonoides — desempenham papel 
protetor em relação a algumas doenças, sendo este media- 
do, em parte, por mecanismos epigenéticos.!° 

Por outro lado, potenciais efeitos decorrentes da re- 
gulação epigenética aberrante podem desempenhar papel 
relevante na etiologia ou patogênese de doenças metabó- 
licas, respiratórias, neurodegenerativas, imunológicas, 
cardiovasculares e psiquiátricas, bem como no autismo, 
na obesidade e no câncer." Contudo, sinais epigenéti- 
cos apresentam grande plasticidade, podendo ser modu- 
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lados, e até mesmo revertidos, sob a influência de diversos 
fatores, como alimentação, medicamentos, produtos qui- 
micos, fatores físicos e psicossociais.'* A epigenética está 
intimamente relacionada com os mecanismos de imprin- 
ting genômico e com a programação metabólica, que são 
abordados em detalhes no Capítulo 28. Este capítulo des- 
creve os três mecanismos epigenéticos conhecidos (me- 
tilação do DNA, modificações pós-traducionais em his- 
tonas e microRNA [miRNA]), bem como a influência da 
alimentação, dos nutrientes e dos CBA na modulação de 
tais eventos. 


DEFINIÇÃO E CONCEITOS 


A adaptação às alterações ambientais e a especializa- 
ção celular em organismos multicelulares dependem de 
uma orquestração afinada da transcrição do genoma. 
Desde a mais simples bactéria até o mais sofisticado e es- 
pecializado neurônio desenvolveram mecanismos com- 
plexos para transmitir, durante a divisão celular, infor- 
mações sobre estímulos recebidos. A manutenção da 
identidade celular em um organismo multicelular consti- 
tui um clássico exemplo desta “memória” celular heredi- 
tária, pois, a partir do mesmo genoma contido no zigoto, 
subconjuntos de células-filhas se engajam em programa- 
ções distintas de expressão gênica, as quais determinam 
suas trajetórias de desenvolvimento, culminando na ca- 
pacidade de desenvolver funções específicas (diferencia- 
ção celular). Além disso, apesar de muitas vezes o sinal de 
diferenciação ter ocorrido apenas durante o período em- 
brionário, a identidade celular é mantida por toda a vida 
do organismo.” Portanto, manter a identidade celular 
envolve um padrão complexo de expressão gênica que 
deve ser fielmente transmitido para cada célula-filha. Es- 
se conjunto de processos que garante a transmissão das 
informações que estão contidas acima e além (epi) da se- 
quência de DNA (genética) é denominado epigenética.! 

O termo epigenética foi usado pela primeira vez em 
1942, por Conrad H. Waddington” para definir “o ramo 
da biologia que estuda as interações causais entre os ge- 
nes e seus produtos e que levam ao surgimento de deter- 
minado fenótipo”. Nessa época, a natureza física dos ge- 
nes e seu papel na hereditariedade ainda não eram 
conhecidos, tendo ele usado esse termo como um mode- 
lo conceitual para explicar como o DNA podia interagir 
com o ambiente para produzir um fenótipo. Mais de 
uma década depois, em 1958, David L. Nanney'º definiu 
sistemas epigenéticos como “mecanismos auxiliares envol- 
vidos na determinação de quais especificidades (genes) 
devem ser expressas em uma célula em particular”. Ao 
revisar essa definição em 1987, Robin Holliday” aplicou 
o termo epigenética a “situações em que as alterações no 


padrão de metilação do DNA resultam em mudanças na 
atividade gênica”. Com a ideia de que características epi- 
genéticas eram herdadas como sinais regulatórios em 
adição às informações genéticas, o termo epigenética pas- 
sou a se referir ao “conjunto de alterações nas funções 
gênicas que não podiam ser explicadas por alterações na 
sequência de DNA e são herdadas durante os processos 
de mitose e/ou meiose”? Em seguida, a descoberta do 
papel regulador das modificações pós-traducionais ocor- 
ridas nas histonas e seus efeitos na regulação da transcri- 
ção gênica promoveu o uso mais flexível do termo epige- 
nética, passando este a significar toda e qualquer 
assinatura molecular encontrada nos cromossomos e 
amplamente definida como “adaptações estruturais das 
regiões cromossômicas a fim de registrar, sinalizar ou 
perpetuar estados de atividade alterada”?! Na mesma 
época, foi proposta uma definição mais restritiva que 
considerava epigenética o conjunto de “fenótipos estáveis 
e hereditários resultantes de alterações nos cromossomos 
sem que ocorram modificações na sequência do DNA”? 

Em 2010, foi proposto que, ao contrário dos alelos 
genéticos, os epialelos não diferem em sua sequência de 
DNA e a informação epigenética resida em assinaturas 
moleculares capazes de se autopropagar e que fornecem 
memória de estímulos anteriormente vivenciados, sem 
mudanças irreversíveis na informação genética.” Apesar 
de décadas de debate e investigação, a definição de epige- 
nética permanece controversa e ambígua. De forma sim- 
ples e abrangente, o termo pode ser empregado para des- 
crever alterações reversíveis que ocorrem no perfil de 
expressão gênica, sem que haja alteração da sequência de 
DNA, e que são herdadas mesmo na ausência do sinal ou 
evento que as iniciou.” 

Os eventos epigenéticos podem atuar de forma trans. 
Nesta categoria se encontram os fatores de transcrição, 
que se ligam às moléculas de DNA e regulam a expressão 
gênica, e os miRNA, que regulam a tradução dos RNA 
mensageiros (RNAm). Por outro lado, as marcas epige- 
néticas cis estão fisicamente associadas ao cromossomo 
ou à região do DNA em que atuam. Como exemplos des- 
sa categoria podem ser citadas as modificações covalen- 
tes na cromatina, como a metilação do DNA e as altera- 
ções nas proteínas histonas. As histonas podem 
transportar informações em sua sequência primária (va- 
riantes nos genes que codificam histonas), em modifica- 
ções pós-traducionais, muitas vezes presentes em suas 
caudas N-terminais, ou, ainda, em seu posicionamento 
relativo à sequência de DNA.” 

A informação epigenética fornece um tipo de “me- 
mória” que é necessária para a manutenção da função do 
genoma, influenciando os padrões de expressão gênica 
diferencial de determinada célula (compreendendo, por 


exemplo, a manutenção da identidade celular após a dife- 
renciação, mecanismos de compensação de dosagem en- 
volvidos na inativação de um dos cromossomos X nas 
fêmeas de mamíferos e imprint genômico) e a propaga- 
ção de características estruturais essenciais, como os telô- 
meros e centrômeros, que são necessários para a viabili- 
dade e proliferação celular.”*?? A metilação de sequências 
genômicas repetitivas provavelmente impede a instabili- 
dade cromossômica, as translocações e a disrupção de 
genes geradas pela reativação de elementos transponíveis 
(transposons — sequências de nucleotídeos que podem 
mudar de posição no DNA e ocasionar mutações).*” Nas 
células em que esse efeito estabilizador desempenhado 
pela metilação no DNA não estiver presente, em razão de 
alterações nas enzimas responsáveis por adicionar radi- 
cais metil (CH,) à molécula de DNA (DNA metiltransfe- 
rases — DNMT), inúmeras aberrações nucleares estão 
presentes.» 


ORGANIZAÇÃO DA CROMATINA 


De forma geral, o termo cromatina se refere ao com- 
plexo formado por DNA e proteínas, localizado no núcleo 
de células eucarióticas. O 1,8 metro linear da molécula de 
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DNA presente em cada célula humana é organizado dentro 
de uma estrutura tridimensional e compactado dentro 
do núcleo celular por meio da associação com proteínas 
de empacotamento do DNA chamadas de histonas. Esses 
complexos DNA-histonas são os principais componentes 
da cromatina. A unidade básica da cromatina é o nucleos- 
somo, cuja estrutura é constituída por 147 pares de bases 
de DNA, enovelado ao redor de um octâmero proteico, 
contendo duas moléculas de cada uma das quatro princi- 
pais histonas (H2A, H2B, H3, H4). Os nucleossomos são 
interligados pela histona H1, uma proteína de ligação en- 
contrada fora do octâmero de histonas e que se liga ao 
DNA nos pontos de entrada e de saída do nucleossomo 
(Figura 5.1). 

Existem dois tipos de organização da cromatina que 
são definidos conforme o nível de compactação dos nu- 
cleossomos: a eucromatina e a heterocromatina. A eucro- 
matina é pouco condensada e, em razão do aumento da 
acessibilidade ao DNA na estrutura do nucleossomo, ge- 
ralmente representa regiões transcricionalmente ativas. 
Em contraste, a heterocromatina é densamente enovela- 
da, podendo ser classificada em (1) constitutiva ou per- 
manentemente silenciada (que jamais é descompactada) 
e (2) facultativa, que representa a heterocromatina silen- 


A 


DNA cromossômico 
! Histonas 
H d 

Ed 

; 


MN S 


Nucleossomos 


Fita dupla de DNA 


Nucleossomos 


Fibra de nucleossomos 
empacotados 


Fibra de nucleossomos 
empacotados em espiral 


Seção condensada 
da cromatina 


Cromossomo 
mitótico 


Figura 5.1 Estrutura do nucleossomo. A: o nucleossomo é constituído por duas voltas completas de DNA enroladas ao redor de um complexo for- 
mado de quatro pares de histonas; B: modelo de empacotamento da cromatina. Este desenho esquemático apresenta algumas das várias ordens 
de empacotamento da cromatina que dão origem ao cromossomo mitótico altamente condensado. Fonte: adaptada de Alberts et al. 
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ciada temporariamente e que pode tornar-se ativa em 
resposta a estímulos apropriados. Isso significa que, ao 
longo do ciclo de vida de uma célula, a conformação da 
cromatina é fluida, específica para cada tipo celular e 
propensa à restruturação em resposta a sinais ambientais 
ou fisiológicos.” 

A conformação da cromatina é controlada principal- 
mente por sinais epigenéticos, resultantes de modifica- 
ções químicas que ocorrem na molécula de DNA e nas 
proteínas que estão intimamente associadas a ela, ou seja, 
nas histonas. A adição e remoção desses sinais epigenéti- 
cos é um processo dinâmico e altamente regulado que 
pode alterar a estrutura da cromatina, influenciando as 
interações dentro e entre os nucleossomos. Até o presen- 
te momento, já foram descritas quatro modificações epi- 
genéticas distintas que podem ocorrer na molécula de 
DNA* e pelo menos 16 modificações que podem ocor- 
rer em histonas.”*” Todas essas modificações encon- 
tram-se descritas na Tabela 5.1. 

A principal modificação epigenética que ocorre em 
mamíferos é a adição de um radical metil (CH,) no carbo- 
no 5 das bases nitrogenadas citosinas (C) localizadas a 5” 
das guaninas (G), ou seja, em uma sequéncia de dinucleo- 
tideo CpG.” As modificações pós-traducionais que ocor- 
rem em caudas N-terminal das histonas constituem um 
“código de histonas” que é resultado de um processo do 
qual participam enzimas que catalisam a adição dessas 
modificações (as “escritoras”), outras que participam da 
remoção dessas modificações (as “borrachas”) ou, ainda, 
aquelas responsáveis pelo reconhecimento desses sinais e 
interpretação da informação regulatória contida neste “có- 
digo” (as “leitoras”). As principais modificações pós-tra- 
ducionais que ocorrem nas histonas são a metilação, a ace- 
tilação e a fosforilação.“ 

Uma questão interessante em relação à melilação do 
DNA e das histonas é entender como os padrões de meti- 
lação são estabelecidos, apagados, reconhecidos e herda- 
dos. Parece que metiltransferases, desmetilases e proteínas 
acessórias interagem para coordenar o estado de confor- 
mação da cromatina. Por exemplo, a metilação do DNA 
de mamíferos é altamente associada com o estado de me- 
tilação de histonas, especialmente à histona H3 nos resí- 
duos de lisina 4 (H3K4) e 9 (H3K9), que têm efeitos opos- 
tos sobre a expressão gênica. Metilação em H3K4 aumenta 
a expressão gênica (cromatina transcricionalmente ativa) 
e metilação em H3K9 a diminui (cromatina transcricio- 
nalmente inativa). Assim, deve ocorrer simultaneamente a 
interação entre DNA desmetilado com H3K4 metilada 
para que a transcrição seja possível. Também é necessário 
um mecanismo finamente ajustado para garantir que 
H3K4 e H3K9 de um mesmo nucleossomo não sejam si- 
multaneamente desmetiladas.*! 


Tabela 5.1 Modificações que ocorrem na cromatina 


Modificações na 


cromatina Nomenclatura Função 
Modificações no DNA 
5-metilcitosina 5mC Transcrição 
5-hidroximetilcitosina 5hmC Transcrição 
5-formilcitosina 5fC NC 
5-carboxilcitosina 5caC NC 


Modificações nas histonas 


Transcrição, 
reparo, replicação 
e compactação da 

cromatina 


Acetilação K-ac 


K-me1, K-me2, Transcrição e 


Metilação (lisina) 


K-me3 reparo 
nana E R-me1, R-me2s, Pe 
Metilação (arginina) R-me2a Transcrição 
Fosforilação (serina e WTSI ee) repa 
é S-ph, T-ph e compactação da 
treonina) E 
cromatina 
Fosforilação (tirosina) Y-ph rahseriçap:e 
reparo 
Ubiquitinação K-ub ils elton 
reparo 
Sumoilação K-su Transcrição e 
reparo 
ADP-ribosilação E-ar Dee eee 
reparo 
Transcrição e 
Desaminação R/Cit descompactação 


da cromatina 


Isomerização da prolina  P-cis <> P-trans Transcrição 


Crotonização K-cr Transcrição 
Propionilação K-pr NC 
Butirilação K-bu NC 
Formilação K-fo NC 
Hidroxilação Y-oh NC 
0-GlcN-acetilação S-GIcNAc; Transcrição 
(serina e treonina) T-GIcNAc 


Modificações — me1: monometilação; me2: dimetilação; me3: trimetilação; 
me2s: dimetilação simétrica; me2a: dimetilação assimétrica; Cit: citrulina; 
ac: acetilação; ph: fosforilação; ub: ubiquitinação; su: sumoilação; 
ar: ribosilação; cr: crotonização; pr: propionilação; bu: butirilação; fo: 
formilação; oh: hidroxilação; nc: não conhecida. Letras correspondentes 
ao código internacional para designar aminoácidos — K: lisina; R: arginina; 
S: serina; T: treonina; Y: tirosina P: prolina. NC: não conhecida. Fonte: 
adaptada de Dawson e Kouzarides.* 


Uma classe de RNA não codificante que desempenha 
papel relevante no controle das alterações epigenéticas e na 
conformação da cromatina é representada pelos miRNA.” 
Essa classe de pequenos RNA endógenos regula a expres- 
são de genes por meio da repressão de sua tradução, repre- 
sentando importante categoria de moléculas reguladoras 
dos processos celulares. Os miRNA também atuam no 
controle da metilação do DNA e das modificações nas his- 
tonas, criando um mecanismo de feedback altamente con- 
trolado, uma vez que eventos epigenéticos também podem 
modular a expressão dos miRNA.** Mais detalhes da me- 
tilação do DNA, assim como das modificações das histo- 
nas e dos miRNA, são apresentados a seguir. 


PRINCIPAIS MECANISMOS EPIGENÉTICOS 


Aspectos gerais 


Nos últimos dez anos, avanços em metodologias de 
mapeamento da cromatina e de avaliação da metilação do 
DNA permitiram uma verdadeira revolução no entendi- 
mento dos diferentes estados da cromatina e de seu papel 
na regulação da expressão génica.**“* Assim como aconte- 
ce com a informação genética, as marcas epigenéticas de- 
vem ser transmitidas para a geração seguinte para pode- 
rem ser qualificadas como informação epigenética 
verdadeira. Além disso, conforme mencionado anterior- 
mente, em contraste com a informação genética, que é al- 
tamente estável, a informação epigenética apresenta ele- 
vado grau de plasticidade e é inerentemente reversível. 
Três critérios independentes devem ser atendidos para 
que um determinado sinal molecular possa ser, de fato, 
considerado epigenético:” 


E Ter um mecanismo de autopropagação, isto é, ca- 
minhos que expliquem como a assinatura molecular é 
fielmente reproduzida após a replicação do DNA e a divi- 
são celular. 

E Ser hereditário, ou seja, apresentar forma de trans- 
missão autossustentada para os descendentes. 

E Ser reversível. 


Nesse sentido, a metilação do DNA satisfaz os três 
requisitos; entretanto, o caso das modificações pós-tra- 
ducionais das histonas e dos miRNA é menos claro. Evi- 
dências experimentais da transmissão desses sinais epi- 
genéticos para as células-filhas ainda são escassas. Este 
tópico abordará as três principais modificações epigené- 
ticas que regulam o acesso da maquinaria de transcrição 
à cromatina. 
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Metilação do DNA 


A metilação do DNA é a modificação epigenética 
mais amplamente estudada em mamíferos. Ela fornece 
um mecanismo estável de silenciamento com papel fun- 
damental na regulação da expressão gênica e na organi- 
zação da arquitetura da cromatina.” A metilação do 
DNA resulta da adição covalente de um grupo metil a 
resíduos de citosina que pertencem a dinucleotídeos 
CpG, estando comumente associada ao silenciamento de 
genes e de regiões genômicas não codificantes (Figura 
5.2).°! A distribuição de grupos metil no genoma não é 
homogênea e frequentemente encontra-se em regiões 
chamadas ilhas CpG e em amplas regiões repetitivas (p. 
ex., regiões centroméricas e elementos retrotransponí- 
veis). 25º 


NH, NH, 

CH 

NZ DNMT N= f 
P e 
0 NH 0 NH 


Citosina 5-metilcitosina 


Figura 5.2 Mecanismo de metilação do DNA, processo que envolve a 
adição de um grupo metil (CH,) à posição 5 do resíduo de citosina, a 
qual é mediada por uma família de enzimas chamada DNA metiltrans- 
ferases (DNMT). A metilação do DNA ocorre quase exclusivamente 
em dinucleotideos CpG. 


Ilhas CpG sao regides que ocorrem preferencialmente 
na porção 5” de genes que apresentam um conteúdo de 
GC de pelo menos 50% e uma razão da frequência de 
CpG esperada de mais de 60%. Cerca de 60% dos pro- 
motores de genes humanos contêm ilhas CpG, que geral- 
mente se encontram não metiladas nas células normais, 
estando associadas, principalmente, a genes constitutivos 
envolvidos na manutenção do funcionamento normal da 
célula e expressos na maioria dos tecidos.? A metilação 
de ilhas CpG está associada com o silenciamento gênico, 
atuando na regulação do nível de expressão em diferentes 
processos, como na expressão gênica tecido-específica, 
no imprinting gendmico e na inativação de um dos cro- 
mossomos X em mulheres (Figura 5.3). 

Em contraste, sítios CpG isolados ocorrem em se- 
quências genômicas repetitivas espalhadas pelo genoma 
e são amplamente metilados, evitando a reativação de 
sequências que causam instabilidade cromossômica e si- 
lenciando regiões de DNA não codificante.'»” 
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O estabelecimento e a manutenção de padrões de 
metilação são realizados por uma família de enzimas 
chamadas DNMT, essenciais para a manutenção de pa- 
drões adequados de expressão gênica.” São enzimas que 
catalisam a transferência de um grupo metil de uma mo- 
lécula doadora, a S-adenosilmetionina (SAM), às citosi- 
nas localizadas a 5” de guaninas. Em mamíferos, cinco 
isoformas da família DNMT foram descritas: DNMTI, 
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3 L.”! No entanto, 
somente DNMT1, DNMT3a e DNMT3b possuem o do- 
mínio catalítico de metiltransferases. Os membros catalí- 
ticos da família das DNMT são geralmente classificados 
em DNMT de novo (DNMT3a e DNMT3b) e DNMT de 
manutenção (DNMT1).º 

Os padrões de metilação em mamíferos são determi- 
nados nas primeiras fases do desenvolvimento pelas me- 
tiltransferases de novo DNMT3a e DNMT3b que catali- 


sam a metilação de sítios CpG não metilados. Essas 
DNMT são altamente expressas nos primeiros estágios 
do desenvolvimento embrionário, quando ocorre a 
maior parte dos eventos programados de metilação de 
novo, e apresentam baixa expressão em células já diferen- 
ciadas.” 

A DNMTI é a isoforma mais abundante nas células. 
Esta enzima tem uma preferência cerca de 30 a 40 vezes 
maior por DNA hemimetilado e atua na manutenção dos 
padrões de metilação preexistentes durante a replicação 
semiconservativa do DNA." O mecanismo para manu- 
tenção depende basicamente do padrão de metilação da 
cópia semiconservativa que passa da fita parental para a 
fita recém-sintetizada, reproduzindo padrões de metila- 
ção de DNA entre gerações de células.” A afinidade da 
DNMTI pelo DNA recém-sintetizado é aumentada por 
meio de sua interação com a proteína PCNA (DNA poly- 
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Figura 5.3 Sitios CpG no genoma não são distribuídos aleatoriamente. Ilhas CpG são encontradas na região promotora de genes e geralmente não 
estão metiladas. Quando presentes na região promotora de genes que precisam ser silenciados, as ilhas CpG são altamente metiladas, levando ao 


silenciamento. MBP: proteínas ligadoras de metil. 


merase processing factor proliferating cell nuclear antigen), 
que garante sua localização junto à forquilha de replica- 
¢40,°' e com a proteína UHRF1 (ubiquitin-like plant ho- 
meodomain and RING finger domain-containing protein 1), 
que facilita a ligação da DNMTI aos sítios CpGs hemi- 
metilados.*! 

A hipótese de uma associação entre a metilação do 
DNA e a regulação da expressão gênica surgiu após ob- 
servar-se frequentemente que havia repressão da trans- 
crição de genes quando existiam CpG metiladas dentro 
ou perto das suas sequências.” 

Três possíveis mecanismos foram propostos para ex- 
plicar o papel da metilação no silenciamento da transcri- 
ção gênica: 


m A interferência direta na ligação dos fatores de 
transcrição aos seus sítios de reconhecimento presentes 
nos promotores gênicos. Fatores de transcrição reconhe- 
cem sítios CpG e a presença de metilação nestes inibe sua 
ligação (p. ex., AP-2, c-Myc/Myn, ativador dependente de 
AMP ciclíco [CREB], E2F e NF-kB). 

mO DNA metilado promove o recrutamento das 
proteínas ligadoras de metil (MBP — methyl binding pro- 
teins; exemplos de MBP: MeCP1 e MeCP-2), as quais são 
repressoras transcricionais e se ligam especificamente ao 
DNA metilado e, dessa forma, impedem a ligação dos fa- 
tores de transcrição. 

m A ligação de MeCP-2 ao DNA recruta complexos 
proteicos de modificação de histonas (p. ex., histonas de- 
sacetilases [HDAC]), promovendo alteração da estrutura 
da cromatina, tornando-a mais condensada e, com isso, 
impedindo que os fatores de transcrição tenham acesso 
aos seus sítios-alvo. 


Em contraste, ilhas CpG não metiladas geram uma 
estrutura de cromatina favorável à expressão gênica ao 
recrutarem o Cfp1, que se associa à histona metiltransfe- 
rase Setd1, criando domínios ricos em histonas marcadas 
pela trimetilação da lisina 4 (H3K4me3),™ tornando a 
estrutura da cromatina menos compacta e facilitando a 
transcrição. 


Modificações de histonas 


Como já mencionado, as proteínas histonas têm pa- 
pel fundamental na formação da cromatina.® Sua estru- 
tura, composta por um domínio C-terminal globular e 
uma cauda N-terminal, pode sofrer diversas modifica- 
ções covalentes pós-traducionais, incluindo metilação, 
acetilação, ubiquitinação, sumoilação e fosforilação de 
resíduos específicos.” Essas modificações armazenam a 
memória epigenética no interior das células sob a forma 
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de um código de histonas, atuando por meio de altera- 
ções na acessibilidade da cromatina ou por meio do re- 
crutamento e/ou bloqueio de proteínas efetoras, respon- 
sáveis pela decodificação da mensagem contida nesse 
código. Dessa forma, efetuam os processos associados a 
cada padrão de modificação, como alterações em sua ati- 
vidade, localização, degradação da sequência proteica, 
entre outros.” Assim, regulam processos celulares fun- 
damentais, como transcrição, replicação, reparo do DNA, 
splicing alternativo e condensação cromossémica.””™ 

Ao contrário da metilação do DNA, que geralmente 
induz o silenciamento gênico, modificações em histonas 
podem levar à ativação ou repressão da expressão gêni- 
ca, dependendo de quais resíduos são modificados e do 
tipo de modificação presente.” Por exemplo, a acetila- 
ção de lisinas (K) geralmente correlaciona-se com a ati- 
vação, ao passo que a metilação leva à ativação ou à re- 
pressão da transcrição, dependendo do resíduo que é 
modificado (lisina ou arginina, respectivamente), do 
grau de metilação (mono, di ou trimetilação) e do sítio 
específico onde essa metilação ocorre (K4, K9 ou K20).”” 
Essas modificações reversíveis garantem que genes espe- 
cíficos possam ser expressos ou silenciados de acordo 
com a fase do desenvolvimento ou em resposta a altera- 
ções bioquímicas, como variações nas concentrações 
hormonais, presença de diferentes componentes nutri- 
cionais ou modificações ambientais.” 

Como descrito anteriormente, a cromatina pode ser 
classificada, de acordo com a sua conformação, em eu- 
cromatina e heterocromatina. De modo geral, a eucro- 
matina ocorre em regiões com elevada atividade transcri- 
cional, sendo caracterizada por altos níveis de acetilação 
e pela trimetilação das lisinas 4, 36 e 79 da histona H3 
(H3K4me3, H3K36me3 e H3K79me3). A heterocromati- 
na é, por sua vez, transcricionalmente inativa, apresen- 
tando baixos níveis de acetilação e frequente metilação 
das lisinas 9 e 27 da H3 (H3K9me3, H3K27me3) e da li- 
sina 20 da histona H4 (H4K20) (Figura 5.4).7”” 

Padrões de transformações de histonas são regulados 
por enzimas capazes de adicionar e remover covalentes 
de suas caudas N-terminais. As histonas acetiltransfera- 
ses (HAT) e as histonas metiltransferases (HMT) adicio- 
nam grupos acetil e metil, respectivamente, enquanto 
HDAC e histonas desmetilases (HDM) removem grupos 
acetil e metil, respectivamente (Figura 5.5). Essas en- 
zimas modificadoras de histonas interagem entre si e 
com outros mecanismos de regulação de DNA de forma 
a garantir o vínculo entre o estado da cromatina e a 
transcrição gênica.” 

Dois complexos proteicos são fundamentais para o es- 
tabelecimento e a transmissão de estados de cromatina si- 
lenciada (grupo polycomb) ou ativa (grupo trithorax) du- 
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Figura 5.4 (A) Combinações de modificações nas histonas podem levar à ativação ou à repressão da expressão gênica. (B) Representação esque- 
mática das principais modificações pós-transcricionais e seus sítios de ocorrência. A: acetilação; M: metilação; P: fosforilação. Fonte: adaptada 


de Tsankova et al.” 


rante o desenvolvimento. O complexo polycomb de 
proteínas repressoras (PRC) é responsável por catalisar a 
trimetilação em H3K27 associada às regiões condensadas e 
inativas da cromatina. Já o complexo trithorax catalisa a tri- 
metilação em H3K4, marca necessária para a manutenção 
de sítios ativos da cromatina durante o desenvolvimento.” 


MiRNA 


Biogênese de miRNA e a regulação da 
expressão gênica 


Os miRNA são pequenas moléculas de RNA não co- 
dificantes que apresentam aproximadamente 22 nucleo- 
tídeos, com papel importante em virtualmente todas as 
vias biológicas em mamíferos e em outros organismos 
multicelulares. Mais de 1.400 miRNA humanos foram 


identificados, ilustrando o enorme potencial dessas mo- 
léculas na regulação da expressão gênica. Há estimativas 
de que cerca de 60% de todos os RNAm estejam sob o 
controle de miRNA.” 

Para a maioria dos miRNA, produtos primários, cha- 
mados pri-miRNA, são transcritos pela RNA polimerase 
II, seja como unidades transcricionais independentes ou 
inseridas em íntrons de genes que codificam proteínas. 
Ainda no núcleo, um complexo contendo a RNAase III 
DROSHA realiza o processamento do pri-miRNA, per- 
mitindo a formação de uma estrutura em forma de 
grampo de cabelo (hairpin) denominada pré-miRNA, a 
qual é exportada para o citoplasma pela exportina-5. No 
citoplasma, um complexo proteico contendo a enzima 
DICER processa o pré-miRNA, gerando um miRNA de 
fita simples maduro que é incorporado ao complexo de 
silenciamento do RNAm (RISC, RNA-induced silencing 
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Figura 5.5 Modificações covalentes de histonas. A estrutura da cromatina é regulada pelo complexo polycomb (PcG) e trithorax (TrxG) que, por 
meio da atividade das enzimas HMT, HDM, HDAC e HAT, catalisam a adição e a remoção de resíduos acetil e metil que mantêm a cromatina em 


estado on (ativo) ou off (inativo). Fonte: adaptada de Mills (2010).” 


complex). Esse complexo RISC contendo o miRNA será 
responsável por induzir o silenciamento pós-transcricio- 
nal de genes por meio da interação entre miRNA e se- 
quências localizadas na região 3’ não traduzida (3º UTR) 
de RNAm.” 

A ligação entre miRNA e RNAm alvo ocorre por 
complementaridade entre as suas sequências. Quando 
essa complementaridade é completa, o miRNA pode in- 
duzir à degradação do seu RNAm alvo. Entretanto, quan- 
do a complementaridade é incompleta, pode ocorrer a 
repressão da tradução. Nesses casos, porém, não há indu- 
ção da degradação do RNAm alvo (Figura 5.6).”*! 

Os miRNA têm expressão tecido-específica e são ca- 
pazes de controlar grande variedade de processos bioló- 
gicos com papel importante na manutenção de padrões 
de expressão gênica global. Como ocorre no caso dos 
genes, a expressão dos miRNA pode ser regulada por me- 
canismos epigenéticos.” Além disso, os miRNA também 
podem modular outros eventos epigenéticos dentro de 
uma célula, no estabelecimento de padrões de metilação 
ou na regulação da estrutura da cromatina, direcionando 
enzimas responsáveis pela metilação do DNA (DNMT3a 
e DNMT3b) e de modificações de histonas (PRC).°*** Es- 
sa interação entre os vários componentes da maquinaria 
epigenética enfatiza a natureza integrada de eventos epi- 
genéticos envolvidos na manutenção de padrões de ex- 
pressão gênica global.” 

Assim, as células apresentam a capacidade de modifi- 
car suas atividades bioquímicas de acordo com os estí- 
mulos transitórios que recebem do ambiente, como a 


ingestão de alimentos e o gasto energético. Isso ocorre via 
modulação da expressão de genes, por meio de diferentes 
eventos epigenéticos. Dessa forma, a célula pode ajustar 
os níveis de expressão de genes de acordo com condições 
ambientais e nutricionais específicas.” 


EPIGENÔMICA NUTRICIONAL 


Conceitos 


Alterações na expressão de genes ocasionadas por va- 
riações na molécula de DNA (polimorfismos de nucleo- 
tídeo único, deleções e/ou mutações) são irreversíveis, 
enquanto aquelas que ocorrem por meio de eventos epi- 
genéticos (metilação do DNA, alterações em histonas e 
regulação por miRNA) são potencialmente reversíveis, 
especialmente pela influência de moléculas que atuam 
modulando os mecanismos epigenéticos. Nesse contexto, 
nutrientes e CBA podem modular tais eventos de forma 
a promover ou prejudicar a saúde, induzindo o silencia- 
mento ou a ativação transcricional de genes específicos, 
que, em última instância, alteram a função e o metabolis- 
mo celular.” As evidências de que eventos epigenéticos 
podem auxiliar na elucidação dos mecanismos envolvi- 
dos na interação entre o genoma e a alimentação têm 
despertado a atenção de muitos pesquisadores e deram 
origem a uma subdisciplina da genômica nutricional, a 
epigenômica nutricional.” 
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Figura 5.6 Biogênese de miRNA. No núcleo, produtos primários (pri- 
-miRNA) são transcritos a partir do DNA pela RNA polimerase II. O 
complexo proteico DROSHA realiza a clivagem do pri-miRNA, o que 
dá origem a um pré-miRNA (estrutura em forma de grampo de cabe- 
lo — hairpin), que é exportado para o citoplasma pela exportina-5. No 
citoplasma, a enzima DICER cliva o pré-miRNA, gerando o miRNA e o 
seu complementar miRNA*, ambos fita simples, mas com apenas um 
deles sendo incorporado ao complexo RISC. Este, contendo o miRNA, 
é responsável por induzir o silenciamento pós-transcricional. Quando 
a complementaridade entre miRNA e RNAm alvo é completa, o miRNA 
pode induzir a clivagem do seu RNAm alvo. Quando a complementari- 
dade é incompleta, ocorre a repressão da tradução. Fonte: adaptada 
de Chuang e Jones.” 


Alguns nutrientes que modulam eventos epigenéticos 
incluem aminoácidos, mas não se limitam a eles, como 
lisina (necessários para as modificações de resíduos de 
histona); metionina (precursor da SAM, doador de CH3); 
ácidos graxos de cadeia curta, como o ácido butírico; vita- 
minas ou compostos essenciais semelhantes, especial- 
mente as vitaminas B,,B,,B,, e ácido fólico; colina e betai- 
na; e minerais como o magnésio e o zinco.” Esses 
nutrientes promovem a manutenção da arquitetura epi- 
genética da cromatina durante toda a vida e, quando fal- 
tam ou estão em excesso, podem acarretar padrões epige- 
néticos aberrantes associados com maior risco de defeitos 
graves de formação do tubo neural, de resistência à insu- 
lina e de autismo, entre outras condições clínicas e doen- 
ças.” 

Eventos epigenéticos podem ser modulados de acor- 
do com o ambiente; assim, eles oferecem outra explica- 
ção para como a alimentação pode influenciar os proces- 


sos biológicos e determinar fenótipos. Em estudos de 
genômica nutricional, a epigenética é excepcionalmente 
importante porque os nutrientes e CBA podem modifi- 
car eventos epigenéticos e alterar a expressão de genes. 
Por exemplo, a ingestão alimentar — principalmente de 
folato, metionina, colina e vitaminas B e B,, — influencia 
o metabolismo celular e o padrão de metilação do DNA e 
de histonas, especialmente porque esses nutrientes têm 
papel crítico na disponibilidade de grupamentos CH, e 
regulam coletivamente o metabolismo do um-carbono 
(vias de transferência de grupamentos CH, entre molé- 
culas biológicas). 

Outras vitaminas do complexo B, como a biotina, a 
niacina e o ácido pantotênico, também desempenham 
papéis importantes em modificações de histonas. A bioti- 
na é um substrato para a biotinilação de histonas. A nia- 
cina está envolvida em adição de ADP-ribose às histonas 
(ribosilação) por ser substrato da poli-ADP-ribose poli- 
merase, bem como da acetilação de histonas, como subs- 
trato da sirtuína 1 (Sirtl), enzima que atua como HDAC. 
O ácido pantotênico é componente da coenzima A (CoA), 
essencial para a formação de acetil-CoA, que é a doadora 
do grupo acetil para acetilação de histonas. Além disso, 
CBA afetam diretamente enzimas envolvidas em meca- 
nismos epigenéticos. Por exemplo, a genisteína (soja) e as 
catequinas (chá-verde) modulam a atividade de DNMT. 
O resveratrol, o butirato, o sulforafano e o dialil sulfito 
são exemplos de inibidores de HDAC, enquanto a curcu- 
mina inibe a HAT.” A modulação da atividade de enzi- 
mas envolvidas em mecanismos epigenéticos pode in- 
fluenciar processos fisiológicos e patológicos por meio da 
alteração da expressão gênica. Nesta seção, estão expostos 
alguns exemplos de epigenômica nutricional, o que será 
útil para a compreensão de como os nutrientes e CBA 
contribuem para a promoção da saúde. 


Nutrição e metilação do DNA 


Nutrientes específicos são necessários para impulsio- 
nar as vias metabólicas que resultam em metilação. Tanto 
a escassez quanto o excesso desses nutrientes podem afe- 
tar diretamente o epigenoma.” Por exemplo, o estado nu- 
tricional do indivíduo em relação a ácido fólico, vitamina 
B» metionina, colina e betaina pode influenciar o padrão 
de metilação do DNA e das histonas. Nesse sentido, dois 
intermediários do metabolismo do carbono merecem 
destaque: a SAM, que é um doador de grupamentos me- 
til, e a S-adenosil-homocisteina (SAH), que é um inibidor 
de metiltransferases. Assim, teoricamente, qualquer nu- 
triente, CBA ou condição que pode influenciar as concen- 
trações de SAM ou SAH no tecido também modula as 
reações de metilação.”* 


Padrões de alimentação, como uma dieta com alto 
teor de lipídios, pode influenciar o estado de metilação 
do DNA. Observou-se que ratos tratados com ração nor- 
mocalórica e hiperlipídica (60% do valor calórico total) 
apresentaram, no hipotálamo, metilação da região pro- 
motora do gene Pornc, essencial para o funcionamento 
adequado da via de sinalização antiobesidade dependen- 
te da leptina.” 

O folato é o micronutriente mais extensivamente es- 
tudado com relação à metilação do DNA, especialmente 
por desempenhar papel único na geração de SAM. De 
maneira resumida, por meio de uma reação com gasto de 
energia (ATP), a metionina é convertida em SAM, doa- 
dor celular universal de CH,. Posteriormente, as DNMT 
transferem e fixam de maneira covalente grupos CH, 
provenientes da SAM no carbono-5 das bases citosinas 
em ilhas CpG no DNA, gerando 5-metilcitosina e, assim, 
a metilação do DNA propriamente dita. Após essa reação, 
a SAM é convertida em SAH, que colabora para o pool 
intracelular de homocisteína. Por outro lado, o folato 
proveniente da alimentação ou de suplementos na forma 
de ácido fólico é convertido a di-hidrofolato (DHE) e, 
subsequentemente, a tetra-hidrofolato (THF), que, a 
partir de uma reação dependente de vitamina B,, é con- 
vertido a 5,10-metilenotetra-hidrofolato (5,10-MTHE), 
tornando-se assim substrato para a enzima metilenote- 
tra-hidrofolato redutase (MTHER), responsável pela 
conversão do 5,10-MTHF a 5-metiltetra-hidrofolato 
(5-MTHE). Este último é cossubstrato para a remetilação 
da homocisteína, o que origina a metionina (via metioni- 
na sintase — MS, dependente de vitamina B,,), a qual, por 
sua vez, é metabolizada para formar novamente SAM 
(Figura 5.7).º 

Esse processo possibilita que o folato da alimentação 
entre no ciclo do carbono para reabastecer a concentra- 
ção celular de SAM. Por isso, sugeriu-se que a suplemen- 
tação com ácido fólico resultaria em aumento da metila- 
ção do DNA, enquanto a restrição desse nutriente 
ocasionaria hipometilação. No entanto, existem evidên- 
cias conflitantes. Experimentos de suplementação/priva- 
ção de folato mostram que ocorre o inverso do esperado 
com relação à metilação do DNA, o que indica que os 
mecanismos associados à influência dos micronutrientes 
na regulação epigenética são mais complexos do que se 
pensava inicialmente.” Estudos com animais mostram 
que dietas deficientes em metionina, colina, vitamina B,, 
ou folato induzem a hipometilação global como espera- 
do, porém resultam em hipermetilação das regiões pro- 
motoras de genes supressores tumorais, e essa condição é 
associada ao aumento do risco para o desenvolvimento 
de cancer.” 


Fundamentos de epigenética e nutrição 


A colina é um doador indireto de metil para o meta- 
bolismo do carbono, uma vez que é oxidada a betaína e 
esta, por sua vez, doa um grupo metil para a homocisteí- 
na, auxiliando na sua conversão a metionina e contri- 
buindo, assim, para a homeostase dessa substância.” 
Fontes nutricionais de colina incluem ovos, gérmen de 
trigo e brócolis. A deficiência desse nutriente em adultos 
pode resultar em alterações epigenéticas e em hiper-ho- 
mocisteinemia associadas à disfunção de órgãos, particu- 
larmente em esteatose hepática." 

No contexto da bioquímica nutricional, é relevante 
destacar que a via de metabolismo do carbono é cíclica e é 
regenerada por meio de micronutrientes provenientes da 
alimentação. Além do folato e da colina, outros nutrientes 
também participam do metabolismo do carbono, atuando 
como doadores de CH, ou como cofatores de enzimas que 
contribuem para o ciclo.” A vitamina B, na forma de 
metil-malonil-cobalamina, é cofator essencial para a enzi- 
ma MTR. A vitamina B, a riboflavina e o zinco são cofato- 
res essenciais para enzimas envolvidas nas várias etapas do 
ciclo do carbono.” 

Além dos nutrientes, os CBA também são capazes 
de modular eventos epigenéticos. Em culturas de célu- 
las de câncer, a apigenina (presente no aipo e na salsa) e 
a luteolina (encontrada na cebola, na couve-flor e no 
brócolis) inibiram a atividade de DNMT e HDAC, com 
consequente aumento da apoptose e redução da prolife- 
ração celular. Já a quercetina (presente principalmente 
na cebola e em hortaliças verde-escuras) parece exercer 
atividades anticarcinogênicas em culturas celulares de 
câncer de próstata, por meio da reativação de genes su- 
pressores tumorais que estão normalmente metilados 
nesses tumores, como o PI6INK4a. O chá-verde tem 
despertado interesse dos pesquisadores por suas pro- 
priedades benéficas à saúde atribuídas às catequinas, 
especialmente a epigalocatequina-3-galato, que apre- 
senta atividade inibitória de DNMT. Por sua vez, o res- 
veratrol, encontrado no vinho tinto, parece reduzir a 
metilação da região promotora e, assim, promover a 
reativação da expressão do PTEN, um importante su- 
pressor tumoral, em cultura de células de câncer de ma- 
ma.!°! 


Nutrição e modificações pós-traducionais em histonas 


Padrões de alimentação podem modular a atividade 
de HDAC e influenciar eventos biológicos. Por exemplo, a 
restrição calórica, quando não acompanhada de deficiên- 
cias nutricionais, parece estar relacionada à longevidade. 
Esse efeito em humanos baseia-se em dados epidemioló- 
gicos e, nesse sentido, a população excepcionalmente lon- 
geva residente na ilha japonesa de Okinawa serve como 
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Figura 5.7 Resumo do metabolismo do um-carbono. DNMT: DNA metiltransferase; HMT: histona metiltransferase; MS: metionina sintase; MTHFR: 
metilenotetra-hidrofolato redutase; MTRR: metionina sintase redutase; SAH: S-adenosil-homocisteina; SAM: S-adenosilmetionina; TCN2: transco- 


balamina 2. 


exemplo.'” Uma ampla revisão sobre o tema sugere que o 
efeito na longevidade pode ser, em parte, mediado pela 
modulação de eventos epigenéticos, uma vez que a restri- 
ção calórica ocasiona ativação da HDAC da classe III, tam- 
bém conhecida como SIRT1. Em mamíferos, a SIRT1 tem 
sido considerada proteína-chave na resposta da restrição 
calórica em eventos biológicos, uma vez que ela regula o 
metabolismo energético no hipotálamo e é induzida por 
equilíbrio energético negativo, sendo, portanto, ativada 
em resposta à restrição calórica. A SIRT1 também induz a 
desacetilação de histonas associadas aos genes FOXO1, 
FOXO3a e FOXO4, resultando em modulação do ciclo ce- 
lular, aumento das defesas contra espécies reativas de oxi- 
gênio (ERO) e redução da apoptose.'* Além disso, experi- 
mento com camundongos transgênicos (com bloqueio ou 
aumento da expressão de proteína homóloga a SIRT1) 
demonstrou que essa proteína interage com regiões repe- 
titivas de telômeros e atenua o seu encurtamento, redu- 
zindo significativamente o envelhecimento dos animais." 
Assim, a restrição calórica parece aumentar a longevidade 
do organismo por meio de diversas vias orquestradas pela 


SIRT1. Mais detalhes sobre envelhecimento e genômica 
nutricional são abordados no Capítulo 32. 

Já se sabe que alguns CBA apresentam capacidade de 
inibir HDAC. Por exemplo, derivados alílicos presentes 
no alho apresentam a capacidade de modular o padrão 
de acetilação das histonas. Entre os CBA caracterizados 
como inibidores de HDAC (iHDAC) estão o sulforafano 
(SEN) isolado a partir de hortaliças crucíferas; a querceti- 
na, encontrada em várias frutas; e o ácido butírico, presen- 
te em pequenas quantidades no mel e na gordura do leite, 
porém amplamente produzido a partir da fermentação 
intestinal de fibras alimentares. Estudos de modulação de 
eventos epigenéticos com outros compostos alimentares, 
como a biotina, a vitamina E e os metabólitos do ácido 
alfalipoico, sugerem que estes também possam atuar co- 
mo iHDAC.'º Diante da possibilidade de que iHDAC 
possam atuar na terapia de diversas doenças, especialmen- 
te o câncer, há interesse crescente no potencial de compos- 
tos alimentares que possam exercer tal atividade. 

Ácidos graxos de cadeia curta (AGCC — acetato, pro- 
pionato e butirato), produzidos no cólon durante a fer- 


mentação de fibras alimentares, são conhecidos como 
iHDAC e colaboram para a manutenção do estado rela- 
xado da cromatina, especificamente em regiões de genes 
supressores tumorais como o P21. Nesse sentido, o ácido 
butírico é o AGCC mais estudado. Experimentos com ca- 
mundongos C57BL/6] mostraram que o butirato de só- 
dio é capaz de impedir o aumento do peso corporal e 
reduzir a adiposidade, induzidos por ração rica em lipí- 
dios, sem alterar a ingestão de alimentos ou o gasto ener- 
gético. Tais resultados foram modulados por eventos epi- 
genéticos, pois observou-se um padrão de conformação 
da cromatina semelhante entre animais que receberam 
ração com alto teor de lipídios acrescida de ácido butírico 
e animais tratados com ração de baixo teor de lipídios. 
Esse padrão de conformação da cromatina observado 
nos dois grupos foi diferente daquele verificado em ani- 
mais tratados com ração com alto teor de lipídios e au- 
sência do ácido butírico.!º 

A epigalocatequina 3-galato (EGCG), principal CBA 
presente no chá-verde, tem o potencial de influenciar o 
risco de câncer por meio de ação epigenética dupla. Em 
cultura de melanócitos humanos, o tratamento com con- 
centrações de até 20 ug/mL de EGCG resultou em redu- 
ção da atividade de HDAC e em aumento da acetilação 
da H4 nos resíduos de lisina 5, 12 e 16 e da H3 nos resí- 
duos de lisina 9 e 14, bem como reduziu os níveis de 
H3K9 metilada. Tais modificações, por sua vez, induzi- 
ram a ativação transcricional de genes supressores de tu- 
mor, verificada pelo aumento da expressão proteica de 
pl6INK4a e Cip1/p21.'” 


Nutrição e expressão de miRNA 


Evidências sugerem que a alimentação possa influen- 
ciar o risco do desenvolvimento de doenças por meio da 
modulação da expressão de miRNA.’ Em modelo expe- 
rimental com camundongos, utilizando rações hiperlipí- 
dicas (60% do valor energético total da dieta) durante 
cinco meses para indução da obesidade, encontrou-se ex- 
pressão diferencial de 26 miRNA em comparação ao teci- 
do adiposo de animais tratados com ração controle (10% 
de lipídios em relação ao valor energético total). Entre os 
miRNA hiperexpressos estavam miR-342-3p, miR-222, 
miR-221, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-21, miR-335-5p, 
miR-146a, miR-146b, miR-647* e miR-379. Por outro la- 
do, miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-122, 
miR-204, miR-133b, miR-1, miR-30a*, miR-130a, 
miR-192, miR-193a-3p, miR-203, miR-378 e miR-30e* 
encontravam-se hipoexpressos. Esses miRNA parecem es- 
tar envolvidos na modulação da tradução de proteínas 
envolvidas na obesidade e na adipogénese.'” 


Fundamentos de epigenética e nutrição 


O miR-21 está envolvido no controle da diferencia- 
ção adipogênica de células mesenquimais por meio da 
modulação da via de sinalização do TGF-beta!” e na re- 
gulação da proliferação de células precursoras de adipó- 
citos, tanto na fase inicial da obesidade quanto em fases 
mais avançadas, induzindo a diferenciação adipogênica 
de tais células." Esses resultados podem contribuir para 
o direcionamento de intervenções que possam regular a 
expressão do miR-21 no sentido de reduzir o risco de 
obesidade ou até mesmo no tratamento de pacientes 
obesos. O tratamento de ratas, desde a concepção até 12 
dias de gestação, com dietas à base de diferentes fontes de 
lipídios (óleo de soja 9%; óleo de oliva 9%; óleo de peixe 
8% + 1% óleo de semente de girassol; óleo de linhaça 8% 
+ 1% óleo de semente de girassol; ou óleo de palma + 1% 
óleo de soja) influenciou a expressão de diversos miRNA, 
tanto nas mães quanto na prole, com destaque para os 
óleos de peixe e oliva que foram capazes de reduzir a ex- 
pressão do miR-21.'” 

Ácidos graxos poli-insaturados são preconizados co- 
mo supressores da carcinogênese de cólon e, embora os 
mecanismos ainda não estejam completamente elucida- 
dos, sugere-se que a modulação da expressão de miRNA 
esteja envolvida nesse processo. Davidson et al.” identifi- 
caram, em modelo experimental de câncer de cólon, ação 
quimiopreventiva de rações enriquecidas com óleo de pei- 
xe (11,5 g/100 g de dieta) associada à modulação da expres- 
são de miRNA envolvido com a carcinogênese. 

Hu et al.” mostraram que, após o tratamento de cé- 
lulas humanas de câncer de cólon (HCT-116) com buti- 
rato, a expressão de vários miRNA dos clusters miR-17~92, 
miR-18b-106a e miR-106b-25 foi significativamente 
reduzida. Além disso, identificaram que o gene supressor 
de tumor CDKNIA (também conhecido como P21) é al- 
vo direto do miR-106b. Esses dados indicam que os 
AGCC regulam a expressão gênica por meio da modula- 
ção da expressão de miRNA implicados na homeostase 
intestinal e na transformação maligna. De maneira inte- 
ressante, quando ácidos graxos da série ômega-3 (doco- 
sa-hexaenoico [DHA] e eicosapentaenoico [EPA]) foram 
combinados com fibra fermentável (pectina) e adiciona- 
dos à ração de ratos submetidos à aplicação de carcinóge- 
nos, houve aumento da expressão de miR-19b, miR-26b, 
miR-27b, miR-200c e miR-203 e redução da expressão 
proteica dos seus alvos preditos, alguns dos quais têm si- 
do relacionados com a carcinogênese. Esses resultados 
sustentam a alegação de que DHA, EPA e butirato atuam 
de maneira sinérgica na proteção contra o desenvolvi- 
mento de neoplasias no cólon.“ Outra cooperação inte- 
ressante entre CBA foi destacada por Wolter e Stein," 
que demonstraram que o resveratrol intensificou os efei- 
tos indutores de diferenciação celular do butirato em cé- 
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lulas de câncer colorretal, por meio da modulação da 
expressão de miRNA. 

Um estudo examinando o metabolismo hepático 
de camundongos geneticamente modificados para apo- 
lipoproteína E demonstrou que, após suplementação 
nutricional de polifenóis, em doses que podem ser al- 
cançadas por meio da alimentação humana, as funções 
celulares foram moduladas por alterações na expressão 
de miRNA. Especificamente, a exposição independente 
a nove polifenóis distintos (quercetina, hesperidina, 
naringina, antocianinas, catequinas, proantocianidi- 
nas, ácido cafeico, ácido ferúlico e curcumina) modu- 
lou a expressão de um grupo de cinco miRNA (miR-30c, 
miR-291B-5p, miR-296-5p, miR -373 e miR-467B), su- 
gerindo um mecanismo de ação comum para os polife- 
nóis." Coletivamente, esses estudos sugerem que os 
CBA exercem seus efeitos preventivos, em parte, por 
meio da modulação da expressão de miRNA específicos. 

Demonstrou-se também que ração deficiente em 
doadores de radical metil pode resultar em alteração na 
expressão de miRNA, incluindo a regulação negativa de 
miR-34a, miR-127 e miR-200b no fígado de ratos subme- 
tidos a modelo de hepatocarcinogênese experimental." 
Como miRNA são considerados alvos promissores para 
intervenções nutricionais na promoção da saúde, muitos 
grupos de pesquisa têm tentado compreender os meca- 
nismos complexos envolvidos nessa relação. Entretanto, 
ainda não se tem uma recomendação nutricional defini- 
tiva para modulação da expressão dessas moléculas. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Nos últimos anos, vários estudos têm considerado a 
epigenômica um “epicentro” da medicina moderna, pois 
ela tem auxiliado na elucidação da relação entre o geno- 
ma individual e o ambiente. Além disso, as alterações epi- 
genéticas aberrantes podem resultar no surgimento ou na 
progressão de diferentes doenças. A epigenética desperta 
muito interesse especialmente porque eventos epigenéti- 
cos são herdáveis, podem ser modulados por fatores am- 
bientais, têm a capacidade de alterar a expressão gênica e, 
ainda, são potencialmente reversíveis. Entretanto, ao 
contrário do genoma, cuja informação está alocada no 
DNA de forma permanente, o epigenoma é dinâmico e 
diferente em cada célula ou tecido corporal e altamente 
responsivo a alterações ambientais, o que muitas vezes 
dificulta estabelecer a relação entre alterações epigenéti- 
cas, manutenção da saúde e intervenções nutricionais. 
Assim, espera-se que, com o avanço de tecnologias de 
análise do epigenoma e a evolução de métodos de bioes- 
tatística e bioinformática, os conhecimentos gerados a 


partir da epigenômica nutricional possam ser cada vez 
mais aplicados na prática clínica e na promoção da saúde. 
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Parte 3 
Nutrientes, compostos bioativos 
de alimentos e expressão gênica 


INTRODUÇÃO 


O termo “açúcar” deriva do sânscrito carkara, que sig- 
nifica grão de areia. Os açúcares são carboidratos e estru- 
turalmente apresentam carbono, hidrogênio e oxigênio 
em sua composição, na proporção de 1:2:1.! Monossaca- 
rídeos e dissacarídeos são classificados como açúcares.? A 
glicose e a frutose são açúcares simples ou monossacarí- 
deos, formados por seis átomos de carbono e, por isso, são 
também chamadas de hexoses (Figura 6.1). 


A B 
Ed CH,0H CH,0H 
| 0 
H-6-0H 6=0 i A q HOCH, OH 
e HO=C=H 
H-f-0H H—C—OH HO Ho H CH,0H 
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Glicose Frutose Glicose Frutose 


Figura 6.1 (A) Estrutura em cadeia aberta (glicose e frutose). (B) Es- 
trutura em cadeia fechada (glicose e frutose). 


Entre os carboidratos classificados como açúcares, 
também se encontram os dissacarídeos, constituídos por 
duas moléculas de monossacarídeos, com destaque para 
a sacarose, composta por 50% de glicose e 50% de fruto- 
se. Os alimentos fontes de sacarose podem apresentar 
composição distinta em relação ao percentual de glicose 
e frutose, como mostra a Figura 6.2. 

Em relação aos efeitos sobre a saúde, é importante 
destacar dois tipos de açúcares: aqueles naturalmente en- 
contrados nos alimentos — como a frutose e a sacarose, 
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Figura 6.2 Teor de glicose e frutose em alguns alimentos. Fonte: adap- 
tada de White. 


presentes em frutas e hortaliças, e a lactose presente no 
leite —, e aqueles extraídos de alimentos (cana-de-açúcar, 
beterraba e milho) para posterior uso em preparações 
culinárias ou na elaboração de alimentos processados. A 
este último grupo de açúcares deu-se o nome de açúcares 
de adição, termo proposto pelo Departamento de Agri- 
cultura Norte-americano em 1996.*º Os açúcares de adi- 
ção presentes nos alimentos processados (p. ex., refrige- 
rantes, refrescos, sucos prontos, achocolatados, bolos, 
biscoitos e tortas) podem representar até 70% de sua 
composição nutricional, sendo utilizados com a alegação 
de promover maior palatabilidade e preservação dos ali- 
mentos. A Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF) 
2008-2009’ mostrou que, no período de cinco anos, o 
consumo per capita de sacarose e de refrigerantes au- 
mentou cerca de 200% e 400%, respectivamente. Outra 
pesquisa nacional, denominada Vigilância de Fatores de 
Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito 
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Telefônico," observou que, no período de 2006 a 2012, 
11,2 a 23,5% dos adultos relataram a ingestão de alimen- 
tos doces (sorvetes, chocolates, bolos, biscoitos ou doces) 
em cinco ou mais dias da semana. 

Estudos epidemiológicos evidenciam que a ingestão 
desses alimentos está associada à prevalência de obesida- 
de, a qual, por sua vez, aumenta o risco do desenvolvi- 
mento de distúrbios metabólicos como dislipidemias, 
diabete melito tipo 2 (DM2), esteatose hepática não al- 
coólica e doenças renais.”!! 

A Tabela 6.1 mostra o conteúdo de glicose, frutose e 
sacarose de alguns alimentos comercializados nos Esta- 
dos Unidos. 


ASPECTOS BIOQUÍMICOS E FISIOLÓGICOS 
DA GLICOSE E DA FRUTOSE 


Os monossacarídeos são absorvidos pela membrana 
apical dos enterócitos por meio de dois mecanismos: 
transporte ativo e difusão facilitada.” Tanto a glicose 
quanto a galactose são transportadas na membrana apical 
dos enterócitos contra um gradiente de concentração pa- 
ra o interior citoplasmático das células da mucosa intesti- 
nal, por meio da ação de um transportador dependente 
de sódio (SGLT 1, sodium-glucose transporter 1). O sódio 
é transportado a favor do gradiente de potencial eletro- 
químico pela membrana apical, uma vez que a luz intesti- 
nal é menos negativa que o compartimento intracelular. 
O gradiente de potencial eletroquímico para o sódio en- 
tre a luz intestinal e o meio intracelular é gerado e manti- 
do pela ATPase sódio-potássio (Na*-K*) da membrana 
apical. Assim, uma elevação da concentração de glicose 
ou galactose no lúmen intestinal acarreta o aumento da 
absorção de sódio, o que caracteriza esse mecanismo co- 
mo cotransporte de Na*/glicose e/ou Na*/galactose, ele- 
trogênico, com estequiometria de dois íons de sódio por 
molécula de hexose. Posteriormente, a glicose é então 
transportada através da membrana basolateral do intesti- 
no delgado pelo transportador de glicose 2 (GLUT 2).!! 

No entanto, o transporte de frutose não requer a parti- 
cipação dos SGIT.“ A molécula de frutose é absorvida por 
meio de transporte passivo por difusão facilitada pelo 
GLUT 5, independente de sódio e sem competição com o 
transporte de glicose/galactose. Além disso, observa-se que 
a frutose é mais bem absorvida junto de outros açúcares — 
como ocorre em alimentos que naturalmente contêm fru- 
tose — do que quando ela é ingerida isoladamente. De ma- 
neira semelhante ao que ocorre com a glicose, a galactose e 
a frutose também são transportadas através da membrana 
basolateral por mecanismos de difusão facilitada indepen- 
dente de sódio, por meio do GLUT 2." 


Tabela 6.1 Conteúdo de glicose, frutose e sacarose em alguns 
alimentos (g por 100 g de alimento) 


Alimentos Glicose Frutose Sacarose 
Frutas frescas 
Abacaxi 29 Dal 3,1 
Banana 4,2 2,7 6,5 
Cereja 8,1 6,2 0,2 
Maçã 2,3 7,6 3,3 
Uva 6,5 7,6 0,4 
Vegetais frescos 
Cebola 2,4 0,9 FS 
Cenoura 1,0 1,0 3,6 
Milho 0,5 0,3 bo 
Tomate 11 14 0 
Leguminosas 
Feijões 1,6 14 4,3 
Grão-de-bico 0,1 0,1 (152 
Lentilha 0 0,1 0,5 
Soja 0,1 0,2 0,5 
Doces 
Açúcar mascavo 52 0,4 84,3 
Mel 33,8 42,4 4,5 
Melado de cana 14 7,9 26,9 
Xarope de bordo 2,3 0,9 59,1 
Xarope de milho 14,9 12 22 
Alimentos processados 
aea de 40 44 21 
Bolo de frutas 11,3 11,3 20,5 
Caramelo 6,7 52 40,9 
Farelo de passas 7,3 8,2 10,1 
eerie Oe oi ap 
Licor de cereja 16,5 16,1 0 
Pão branco 1,8 15 0,1 
Suco de laranja 5,3 4,6 0,7 


*Bebida comercializada nos Estados Unidos. Fonte: adaptada de Hallfrisch.!? 


Os açúcares absorvidos são transportados pela circu- 
lação sanguínea e captados pelas células. Após ser absor- 
vida no lúmen intestinal via GLUT 5 e, posteriormente, 
ser transportada até o fígado, via veia porta, a entrada da 
frutose no hepatócito é mediada pelo GLUT 2.!º No figa- 
do, a frutose é metabolizada (fosforilada no carbono 1) 
por ação da frutoquinase, transformando-se em frutose-1 
fosfato, que é clivada, por meio da ação da aldolase B, em 
gliceraldeído e di-hidroxicetona fosfato (DHAP), com- 
postos intermediários da via glicolítica. 


A captação de glicose pelos adipócitos e miócitos, 
por exemplo, depende da interação da insulina com seu 
receptor (IR, insulin receptor), que possui duas subunida- 
des alfa e duas subunidades beta, ligadas por pontes dis- 
sulfeto. Quando a insulina se liga ao IR na porção extra- 
celular (subunidades alfa), ocorre uma cascata de 
sinalização iniciada pela ativação da tirosina quinase na 
porção beta e, assim, há a autofosforilação do receptor. 
Posteriormente, o substrato do receptor de insulina (IRS, 
insulin receptor substrate) se liga ao IR, sofre fosforilação 
e amplifica a sinalização da insulina ao ativar a proteína 
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), capaz de ocasionar a 
ativação de uma proteína quinase dependente de fosfoi- 
nositol (PDK1), a qual, em seguida, estimula a fosforila- 
ção da proteína quinase B (AKT/PKB) para assim pro- 
mover a translocação de vesículas de GLUT 4 para a 
superfície das membranas celulares, facilitando a capta- 
ção de glicose.” 

Os transportadores de glicose pertencem a uma gran- 
de família composta por 13 proteínas já descritas: GLUT 
1 a 12 e HMIT (proton myo-inositol transporter ou GLUT 
13), distribuídas em diferentes tecidos. A Tabela 6.2 mos- 
tra as características de alguns transportadores, destacan- 
do os valores da constante de Michaelis (K ), que se refere 
à velocidade de reação. A K faz parte da equação de Mi- 
chaelis Menten, proposta em 1913 para avaliar a cinética 
das reações enzimáticas. Assim, quanto menor for esse 
valor, maior será a afinidade do substrato pela enzima ou 
proteína correspondente, fato que, neste caso, implicará a 
eficácia do transporte.!º 

A glicose é o principal combustível utilizado por vá- 
rias células do corpo. Nos músculos, ela é metabolizada 
pela via glicolítica em lactato, na ausência de oxigênio, ou 
em piruvato, na glicólise aeróbia. O piruvato é descarbo- 
xilado em acetil-CoA, que entra no ciclo de Krebs. As 
coenzimas reduzidas geradas pelo ciclo doam seus elé- 
trons para o sistema de transporte de elétrons, formando 
dióxido de carbono e água, promovendo a síntese de ATP, 
processo também conhecido como fosforilação oxidativa 
mitocondrial. !® 

Após a captação celular, as moléculas de glicose são 
convertidas em moléculas de glicose-6 fosfato, podendo 
ser utilizadas imediatamente ou, ainda, ser armazena- 
das.” O armazenamento de glicose é realizado na forma 
de glicogênio, composto por várias unidades de glicose, 
distribuídas linearmente (alfa 1-4) e com a presença de 
ramificações do tipo alfa—1-6 ao longo da cadeia. Os te- 
cidos responsáveis pelo processo de glicogênese são o 
músculo esquelético e o fígado, que apresentam, em rela- 
ção ao peso tecidual, a capacidade de armazenar de 1 a 
2% e de 7 a 10% de glicose na forma de glicogênio, res- 
pectivamente. Todavia, em razão do tamanho dos teci- 


Glicose e frutose 


Tabela 6.2 Características dos transportadores 


K, SEIS ` = 
Proteinas Genes (mM)* Principais locais de expressao 
GLUT1 SLC2A1 3-7 Eritrócitos e microvasos cerebrais 
GLUT2 SLC2A2 17 Fígado, células betapancreáticas, 
rins, intestino delgado 
GLUT3 = SLC2A3 1,4 Cérebro e neurônios 
GLUT4  SLC2A4 66 Músculo esquelético, tecido 
adiposo e coração 
GLUT5  SLC2A45 - Intestino, rins e testiculos 
GLUT6 SLC2A6 - Pancreas, leucócitos e cérebro 
GLUT7 SLC2A7 03 Intestino delgado, cólon e 
testículos 
GLUT8 SLC2A8 2 Testículos, blastócitos, cérebro, 
músculo esquelético e adipócitos 
GLUT9 SLC2A9 - Figado e rins 
GLUT10 SLC2A10 0,3 Figado e pancreas 
GLUT11 SLC2A11 - Coração e músculo 
GLUTI2  SLC2A12 = Coração, próstata e glândulas 
mamárias 
HMIT/ š 
GLUTI3 SLC2A13 - Cérebro 


(=) Sem dados. * Em relação a 2-desoxiglicose ou à glicose. Fonte: adaptada 
de Zhao et al." 


dos, a disponibilidade de glicogénio muscular (400 g) é 
superior à hepatica (90 a 110 g).” A glicogênese é ativada 
no músculo esquelético quando ocorre elevação das con- 
centrações de insulina em razão da ingestão de carboi- 
dratos, e o glicogênio sintetizado é somente utilizado pelo 
próprio músculo em função da ausência da enzima glico- 
se-6 fosfatase, o que torna irreversível a conversão de gli- 
cose-6 fosfato em glicose. De maneira distinta, o fígado é 
capaz de converter glicose-6 fosfato em glicose livre e, 
dessa maneira, distribuí-la para tecidos extra-hepaticos.”? 

A glicose também pode ser sintetizada via gliconeogê- 
nese no fígado e no córtex renal, processo que pode ser 
inibido pelo consumo de carboidratos e ser ativado duran- 
te o período de jejum, em que o fígado continua liberando 
glicose para manter a glicemia.” 


FRUTOSE E LIPOGÊNESE DE NOVO 


A lipogênese de novo (LDN) é a via metabólica que 
sintetiza ácidos graxos a partir do excesso de carboidra- 
tos. Esses ácidos graxos podem ser incorporados em tria- 
cilgliceróis e estocados como reserva energética na célu- 
la. A LDN no tecido adiposo é menos responsiva que a 
LDN hepática em protocolos agudos e crônicos de exces- 
so de ingestão de carboidratos.” Além disso, a LDN he- 
pática apresenta contribuição significativa na ocorrência 
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de hipertriacilglicerolemia em indivíduos que ingerem 
altas quantidades de carboidratos.” 

Em comparação à glicose ou ao amido, a frutose é o 
substrato mais eficaz para a LDN, sendo a hipertriacilgli- 
cerolemia de maior magnitude se o conteúdo de carboi- 
dratos da alimentação consistir essencialmente em mo- 
nossacarídeos, com destaque para a frutose.!>!º 

A participação da frutose na LDN hepática inicia-se 
com a fosforilação desse monossacarídeo pela enzima 
frutoquinase, o que resulta na produção da frutose 1-fos- 
fato, o substrato da enzima aldolase, que gera DHAP e 
gliceraldeído. Este último é subsequentemente fosforila- 
do por ação da trioquinase, o que dá origem ao gliceral- 
deído 3-fosfato (G3P). A DHAP e o G3P podem partici- 
par da via glicolítica, sendo convertidos a piruvato, o 
qual, por sua vez, pode ser convertido em acetil-CoA. No 
ciclo de Krebs, a acetil-CoA, ao se condensar com o oxa- 
loacetato, forma citrato. O excesso de citrato favorece sua 
saída da mitocôndria para o citosol, onde, pela ação da 
enzima citrato liase, é reconvertido em acetil-CoA e oxa- 
loacetato. A enzima acetil-CoA carboxilase catalisa a rea- 
ção que converte acetil-CoA em malonil-CoA, a qual é 
utilizada como substrato para a produção do palmitato 
(ácido graxo de 16 carbonos), por ação da enzima ácido 
graxo sintase. Além do palmitato, estearato e ácidos gra- 
xos de cadeia curta também são produzidos. Posterior- 
mente, ocorre a síntese do triacilglicerol a partir da acil 
coenzima A gerada. Esta etapa envolve a progressiva aci- 
lação do glicerol 3-fosfato pelas enzimas glicerol 3-fosfa- 
to acil transferase e lisofosfatidato acil transferase. A des- 
fosforilação do glicerol ocorre por meio da ação da 
enzima fosfatidato fosfatase, seguida por uma acilação do 
diacilglicerol em reação catalisada pela diacilglicerol acil 
transferase. Os triacilgliceróis produzidos podem ser ar- 
mazenados no fígado ou exportados para outros tecidos 
associados à lipoproteina de muito baixa densidade (VL- 
DL, very low density lipoprotein).”* Em resumo, a frutose 
pode fornecer átomos de carbono para a síntese de ácidos 
graxos e de glicerol, que comporão a molécula de triacil- 
glicerol (Figura 6.3).” 

A frutose preferencialmente favorece a LDN em 
comparação com a glicose," uma vez que, no fígado, o 
aumento da atividade de enzimas lipogênicas, como a 
ácido graxo sintase, resulta em maior síntese de triacilgli- 
ceróis e, consequentemente, leva ao aumento da circula- 
ção de triacilglicerol associado à VLDL, elevando o risco 
para o desenvolvimento de dislipidemias.”* 

Em estudo de intervenção, Stanhope et al.°° mostra- 
ram que o consumo de bebidas adoçadas (com frutose ou 
glicose a 25% do valor energético total), durante dez sema- 
nas, entre indivíduos com excesso de peso (IMC entre 25 e 
35 kg/m?) apresentou efeitos distintos. O ganho de peso foi 
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Figura 6.3 Metabolismo hepatico da frutose: uma via altamente lipo- 
gênica. A frutose é prontamente absorvida a partir da alimentação e 
rapidamente metabolizada, principalmente no fígado. Ela pode forne- 
cer átomos de carbono para o glicerol e para as porções acil do tria- 
cilglicerol. É, então, um indutor altamente eficiente da lipogênese de 
novo. Altas concentrações de frutose podem servir como uma fonte 
relativamente não regulada de acetil-CoA. Ao contrário da glicose, a 
frutose de origem alimentar não estimula a produção de insulina ou de 
leptina (importantes reguladoras da ingestão energética e da adiposi- 
dade corporal). O estímulo à síntese de triacilglicerol provavelmente 
promove o acúmulo hepático deste lipídio, o que tem sido relacionado 
à sensibilidade hepática reduzida da insulina, bem como à formação 
aumentada de partículas de lipoproteína de muito baixa densidade 
(VLDL) em razão da disponibilidade elevada de substrato, da estabili- 
dade aumentada da apolipoproteina B (APOB) e da maior ação da pro- 
teína de transferência microssomal de triacilgliceróis (MTP), o fator 
crítico na formação da VLDL (DHA-P gera di-hidroxiacetona fosfato). 
Fonte: adaptada de Basciano et al.” 


significativo no grupo frutose, ao passo que se observou 
aumento de 10% nas concentrações de triacilgliceróis no 
grupo glicose. Os autores também relataram que, mesmo 
em dietas com distribuição similar de macronutrientes 
(55% de carboidratos, sendo 25% glicose ou frutose; 30% 
de lipídios e 15% de proteínas), indivíduos que ingerem 
bebidas com frutose apresentam maior acúmulo de tecido 
adiposo visceral (TAV) em relação àqueles que consomem 
glicose, os quais, por sua vez, apresentam maior acúmulo 
de tecido adiposo subcutâneo (TAS). 

Nesse sentido, considerando a importância da distri- 
buição de tecido adiposo, a maior deposição de TAV com 
o consumo de frutose sugere associação com o aumento 
do risco para o desenvolvimento de doenças metabóli- 
cas.” A Figura 6.4 ilustra o metabolismo hepático da gli- 
cose e da frutose após a ingestão de uma bebida rica nes- 
ses dois monossacarídeos. 

A presença de insulina favorece o aumento da ex- 
pressão e da atividade da enzima lipase de lipoproteina 
(LPL), sendo esta mais responsiva no TAS em relação ao 
TAV. Assim, o aumento das concentrações de insulina em 
resposta à ingestão de bebidas ricas em glicose leva ao 
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Figura 6.4 Diferentes efeitos do consumo de bebidas adoçadas com frutose e glicose sobre as vias associadas com a deposição de tecido adi- 
poso, metabolismo lipídico pós-prandial, sensibilidade à insulina e tolerância à glicose. APOB: apolipoproteína B; ATP: trifosfato de adenosina; 
GLUT2: transportador de glicose 2; LPL: lipase de lipoproteina; PKC: proteína quinase C; SAT: ácidos graxos saturados; TAG: triacilglicerdis; TAS: 
tecido adiposo subcutâneo; TAV: tecido adiposo visceral; VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade. Fonte: adaptada de Stanhope e Havel.” 


aumento da atividade da LPL no TAS, colaborando para 
maior captação de triacilgliceróis por esse tecido. Por ou- 
tro lado, a frutose não estimula a produção e a secreção 
de insulina para ser metabolizada e, dessa forma, a au- 
sência da insulina em resposta ao consumo de frutose 
resulta em maior captação de triacilgliceróis pelo TAV. 
Tal situação colabora para a síntese de triacilgliceróis no 
fígado, para a redução da degradação de apolipoproteína 


B (APOB) e para o aumento da síntese da VLDL rica em 
triacilgliceróis (VLDL1).” 

Trabalhos do grupo de Kimber Stanhope*®** ja 
mostraram os efeitos do consumo de bebidas adoçadas 
com frutose e/ou glicose sobre o metabolismo de lipí- 
dios, a sensibilidade à insulina e o aumento de adiposida- 
de corporal. Além disso, o consumo de frutose — avaliado 
por questionário de frequência alimentar e calculado pe- 
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lo consumo de frutose livre mais a porcentagem corres- 
pondente de sacarose — foi diretamente associado com o 
aumento do risco de hiperuricemia, gota e litíase renal, 
uma vez que o GLUT5 também pode ser expresso nos 
rins.” 


ALEGAÇÃO PARA 0 USO DE FRUTOSE 


A ocidentalização da alimentação é um dos fatores 
da transição nutricional que ocorre em todo o mundo, 
com aumento na disponibilidade de alimentos de eleva- 
do teor calórico e ricos em frutose — como refrigerantes e 
alimentos pré-preparados — os quais contribuem para a 
epidemia da síndrome metabólica. 

Em 1874, relatou-se pela primeira vez na literatura 
que, em relação à sacarose ou à glicose, a frutose, por não 
favorecer o aumento da glicemia e, consequentemente, a 
síntese e a liberação da insulina, seria mais bem tolerada 
pelos diabéticos, uma vez que nesses indivíduos a secre- 
ção de insulina pode estar prejudicada e, ainda, a captação 
de glicose pode não ocorrer de forma eficaz. Assim, pen- 
sava-se que a utilização de frutose como adoçante ou sua 
adição em determinados alimentos poderia ser uma op- 
ção para substituir a glicose.” 

Em 1967, a fim de atender ao público diabético, a in- 
dústria de alimentos introduziu o uso de xarope de milho 
como fonte de frutose, principalmente nas bebidas prontas 
para o consumo, como refrigerantes e certos sucos ou chás, 
os quais podem apresentar conteúdo de frutose acima de 
60%.” A Figura 6.5 exemplifica a quantidade de frutose en- 
contrada em algumas bebidas comercializadas nos EUA. 
Entretanto, com a realização de estudos mais robustos, o 
consumo excessivo de frutose foi relacionado com o au- 
mento do risco do desenvolvimento de obesidade e DM2.* 
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Figura 6.5 Percentual de frutose presente em algumas bebidas ado- 
çadas comercializadas na Califórnia. Teor de frutose avaliado pelo 
método de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Fonte: 
adaptada de Ventura et al.” 


Nos Estados Unidos, desde 2006, o consumo de xaro- 
pe de milho com alto teor de frutose representa o dobro 
do consumo de sacarose, com médias de ingestão de 100 
g/dia e 50 g/dia, respectivamente.“ 


RECOMENDAÇÕES DIETÉTICAS 


O aumento da ingestão energética, especialmente de 
açúcar refinado e de frutose, é nítido e correlaciona-se 
positivamente com o aumento alarmante da incidência 
de doenças crônicas não transmissíveis.” Há diversos es- 
tudos na literatura acerca do consumo elevado de açúca- 
res de adição e de frutose e suas consequências para a 
saúde.,>93640-43 

Os açúcares de adição são aqueles adicionados aos 
alimentos no momento do seu processamento ou prepa- 
ração. Na elaboração das ingestões diárias de referência 
(DRI) de 2002, concluiu-se que não existiam evidências 
suficientes para estabelecer um nível máximo de ingestão 
diária para os açúcares de adição, uma vez que não ha- 
viam sido verificados efeitos adversos específicos associa- 
dos com a sua ingestão excessiva. No entanto, sugeriu-se 
o nível máximo de ingestão diária de 25% em relação ao 
valor energético total (VET). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2003, 
preconizou que a ingestão de açúcar não deve exceder 10% 
do VET, proporção justificada pelas evidências científicas 
de que a prevalência de cáries dentárias é baixa em países 
onde o consumo de açúcares não ultrapassa 20 kg per capi- 
ta por ano, o que equivale a 40 a 55 g per capita/dia ou 6 a 
10% do VET.“ Em 2015, a OMS lançou o guia Sugar Inta- 
ke for Adults and Children, no qual é confirmada a reco- 
mendação de redução de ingestão de açúcar ao longo do 
ciclo da vida, com sugestão de valores inferiores a 10% em 
relação à energia total ingerida. Foi feita ainda uma reco- 
mendação condicional (grau de evidência mais fraco) de 
redução da ingestão de açúcares para menos de 5% do 
VET.“ 

Em 2005, as American Dietary Guidelines recomen- 
daram a diminuição do consumo de açúcar de adição. A 
American Heart Association publicou as diretrizes para a 
ingestão de açúcar de adição, recomendando que o con- 
sumo seja limitado a 100 e 150 kcal/dia para homens e 
mulheres, respectivamente. A razão dessa restrição con- 
siste na prevenção do ganho de peso, de cáries dentárias e 
de deficiências nutricionais.“ 

No Guia Alimentar para a População Brasileira elabo- 
rado pelo Ministério da Saúde, a recomendação do con- 
sumo de açúcares é de 10% em relação ao VET da ali- 
mentação. Na primeira versão, é estipulado o consumo 
diário máximo de uma porção de doces e açúcares. Já a 
segunda versão ressalta a importância da redução do 


açúcar de adição em toda e qualquer preparação culiná- 
ria, bem como a redução do consumo de alimentos pro- 
cessados e ultraprocessados.*® 

No entanto, deve-se ressaltar que, até o momento, 
não foi preconizada nenhuma recomendação de ingestão 
específica para a frutose e que o seu consumo provenien- 
te de vegetais, como frutas e hortaliças, não deve ser de- 
sencorajado, pois sua ingestão é considerada segura e 
saudável. Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira 
de Diabetes,” a adição de frutose na alimentação de indi- 
víduos diabéticos não é recomendada. 


Glicose e frutose 


Os efeitos do consumo em excesso de açúcares em 
humanos podem ser observados na Tabela 6.3. 


INTERAÇÃO GENES-NUTRIENTES 


Distúrbios metabólicos e polimorfismos genéticos 
relacionados ao metabolismo da frutose, ao diabete e à 
síndrome metabólica 


Polimorfismos genéticos podem estar associados a 
diferenças nas respostas metabólicas individuais. Na prá- 
tica clínica, a frutose está relacionada a alguns erros ina- 


Tabela 6.3 Síntese de alguns estudos sobre os efeitos do consumo de açúcares em humanos 


População 


18 pacientes obesos com EHNA 
(5 homens e 13 mulheres), 
com idade média de 45 anos 


Adultos saudáveis 
(12 homens e 8 mulheres), 


Características do estudo 


Estudo de intervenção com dois grupos: 
(i) restrição de carboidratos 
(inferior a 20 g/dia) versus 
(ii) restrição calórica 


Resultados principais Referências 


Redução do peso corporal semelhante 
(-4,6 + 1,5 kg versus —4,0 + 1,5 kg) 
Redução significativa de depósito de 
TAG hepáticos para o grupo (i) em 
relação ao (ii) (-55% + 14% versus 
—28% + 23%) 


Browning et al. 
(2011) 


Estudo de intervenção denominado 
Tufrog (TUebingen Fructose Or 


Em ambos os grupos observou-se : 
eao Silbernagel et al. 


com idade média 
de 30 anos 


40.389 homens saudáveis 


559 adolescentes 
entre 14 e 18 anos 


Adultos com excesso de peso 
(16 homens e 15 mulheres), 
com idade entre 40 e 72 anos 


61.226 mulheres, 
com idade média 
de 53 anos 


Glucose). Ingestão de 150 g de frutose 
(n=10) ou de glicose (n=10) 
por 4 semanas. Dietas isocalóricas 


Estudo prospectivo de coorte com 
acompanhamento de 20 anos. 
Avaliação do consumo de bebidas 
adoçadas 


Estudo de associação 
entre o consumo de frutose 
e fatores de risco cardiometabólicos 


Estudo de intervenção durante 
10 semanas com ingestão 
de bebidas adoçadas 
(25% do valor calórico total) 


Estudo de coorte com acompanhamento 


de 18 anos e 4 meses. Avaliação dos 
efeitos do consumo de sacarose e 
alimentos ricos em açúcar 


aumento do depósito de lipídios 
no TAV e no fígado 


Após ajuste pela idade, foi encontrada 
razão de risco para DM2 1,91 vez maior 
associada ao consumo das bebidas 
adoçadas (2.680 casos) 


O consumo de frutose foi associado 
com aumento da PAS, da glicemia 
de jejum, do índice HOMA-IR e da 

concentração de proteína C reativa, 

bem como com redução 
da concentração plasmática 
de HDL e de adiponectina 


Indivíduos que consumiram frutose 
apresentaram aumento das 
concentrações plasmáticas de MCP-1, 
de PAI-1 e de E-selectina quando 
comparados àqueles que receberam 
somente glicose 


O consumo de roscas doces e 
cookies foi associado com aumento 
do risco de câncer de endométrio 


(2011)! 


De Koning et al. 
(2011)? 


Pollock et al. 
(2012)8 


Cox et al. (2011)* 


Friberg et al. 
(2011) 


EHNA: esteatose hepática não alcoólica; HDL: lipoproteina de alta densidade; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin resistance; MCP-1: proteína 
quimiotatica para monócitos 1; PAI-1: inibidor do ativador de plasminogénio 1; PAS: pressão arterial sistêmica; TAG: triacilgliceróis; TAV: tecido adiposo visceral. 


tos do metabolismo, os quais têm baixa incidência e os 
sintomas, quando presentes, são inespecíficos. Os sinto- 
mas mais clássicos associados a esses distúrbios são hipo- 
glicemia e acidose metabólica. 

Em função de alterações genéticas, podem existir vá- 
rias anormalidades na absorção e no metabolismo da 


frutose. Estima-se que um em cada três adultos e duas em 
cada três crianças apresentem problemas de má absorção 
de frutose, sofrendo vários efeitos adversos gastrintesti- 
nais, como inchaço e diarreia.” 

A homeostase glicêmica está diretamente relaciona- 
da ao equilíbrio controlado do fluxo de glicose nos dife- 
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rentes tecidos corporais. Genes da superfamília SLC 
(carreador de soluto) codificam diferentes isoformas de 
proteínas transportadoras de glicose/frutose, as quais se 
expressam de maneira tecido-específica, de acordo com 
o padrão de ativação de fatores de transcrição que regu- 
lam a atividade desses genes em cada tipo celular.” 


Variações no gene SLC2A5 (carreador de soluto fa- 
mília 2, membro 5), que codifica o principal transporta- 
dor de frutose intestinal, o GLUT5, podem ser responsá- 
veis pela má absorção de frutose. Já mutações no gene 
SLC2A2 (carreador de soluto família 2, membro 2), o 
qual codifica o GLUT2, e nos genes que codificam as en- 
zimas frutoquinase e sacarose isomerase, podem causar 
doenças hereditárias raras nos seres humanos.” Muta- 
ções no gene SLC2A2 podem ocasionar a utilização ina- 
dequada de glicose e galactose, resultando em acúmulo 
de glicogênio hepático e em disfunção renal.” 

Estudos de associação ampla do genoma (GWAS) 
identificaram cinco genes principais relacionados ao me- 
tabolismo da frutose, os quais são selecionados com base 
na sua capacidade de regular as concentrações de frutose 
no organismo. De acordo com suas funções principais, 
eles são classificados em: 


m Genes que codificam proteínas envolvidas na absor- 
ção/transporte intestinal/hepático de frutose: SI (sacara- 
se-isomaltase), SLC2A2 e SLC2A5. Polimorfismos nesses 
genes podem influenciar a absorção de frutose da alimen- 
tação e alterar significativamente sua biodisponibilidade. 

m Genes que codificam enzimas envolvidas no meta- 
bolismo da frutose: KHK (frutoquinase) e ALDOB (aldo- 
lase B ou frutose 1,6-bifosfato). 


Tabela 6.4 Genes relacionados ao metabolismo da frutose 


Gene Vosalização Tamanho em pb 
cromossômica 
ALDOB 9q21.3q22.2 14.448 
KHK 2p23.3 14.009 
SI 3q25.2-q26.2 99.597 
SLC2A2 3q26.1-q26.2 30.632 
SLC2A5 1p36.2 32.664 


Polimorfismos nesses genes podem modificar o me- 
tabolismo e, consequentemente, influenciar a concentra- 
ção e o grau de exposição do indivíduo a subprodutos 
metabólicos derivados da clivagem da frutose, o que está 
relacionado com o desenvolvimento de doenças metabó- 
licas (Tabela 6.4).ºº 

Polimorfismos nesses cinco genes podem conferir 
risco individual variável para o desenvolvimento de fenó- 
tipos metabólicos adversos, como concentrações séricas 
elevadas de ácido úrico e de triacilgliceróis, o que, em úl- 
tima instância, pode levar ao desenvolvimento de doen- 
ças renais e cardiovasculares.°! 

Um estudo exploratório foi conduzido para elucidar 
o impacto dos polimorfismos de nucleotídeo único 
(SNP) nos genes KHK, SLC2A2 e SLC2A5 sobre o au- 
mento da suscetibilidade de desenvolver fenótipos meta- 
bólicos adversos. Foram utilizados dados de populações 
que participaram dos estudos Pharmacogenomic Evalua- 
tion and Antihypertensive Responses (Pear) e Genetic Epi- 
demiology of Responses to Antihypertensives (Gera) I e IL.º! 
Em conclusão, esse estudo detectou algumas associações 
potencialmente interessantes entre polimorfismos nos 
genes KHK, SLC2A2 e SLC2A5 e componentes da síndro- 
me metabólica nas populações estudadas. Os dados suge- 
rem que variações nesses genes, especialmente no SL- 
C2A2, podem ter papel importante no aumento do risco 
de o indivíduo desenvolver fenótipos metabólicos desfa- 
voráveis, como doenças cardiovasculares, dislipidemias e 
DM2.“ 

Ainda, o gene do transportador de frutose ou GLUT9, 
denominado SLC2A9, é expresso nos túbulos renais e po- 
de modular a excreção de ácido úrico.2º O SNP 


Proteína 
(número de 
aminoácidos) 


Nome Nome alternativo 


Aldolase B ou frutose 


1,6-bifosfato = 364 
Frutoquinase ou sf 299 
ceto-hexoquinase 
Sacarase-isomaltase = 1827 
ou alfa-glicosidase 
Carreador de soluto 
família 2, membro 
2 (facilitador do Guia ses 
transporte de glicose) 
Transportador de 
soluto família 2, 
membro 5 (facilitador GLUT5 501 


do transporte de 
glicose/frutose) 


Fonte: National Center for Biotechnology Information (disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene; acessado em: 27 jul. 2016) e University of California, Santa 
Cruz Genome Bioinformatics (disponível em: http://genome.ucsc.edu/; acessado em: 27 jul. 2016), NCBI Build 36.1. 


rs11942223 nesse gene pode ser o responsável por dife- 
renças nas concentrações plasmáticas de ácido úrico que 
variam de 1 a 2% nos homens e 5 a 6% nas mulheres.“ 
Um GWAS identificou outros três SNP no gene SLC2A9 
(rs6832439, rs13131257, rs737267) relacionados com as 
concentrações plasmáticas de ácido úrico na população 
mexicana-americana.é 


ERROS INATOS DO METABOLISMO DA FRUTOSE 


Os erros inatos ligados ao metabolismo da frutose 
incluem frutosúria essencial, intolerância hereditária à 
frutose e deficiência da frutose-1,6 bisfosfatase, que serão 
abordados a seguir. 


Frutosúria essencial 


A frutosúria essencial é um distúrbio metabólico as- 
sintomático, causado pela deficiência da enzima fruto- 
quinase, o que promove a diminuição da conversão de 
frutose em frutose-1 fosfato. Consequentemente, a fruto- 
se é parcialmente metabolizada por meio da conversão 
em frutose-6 fosfato e parcialmente excretada pela uri- 
na.” Tal transtorno foi descrito de forma independente e 
simultânea por dois pesquisadores, Czapek e Zimmer, 
em 1876. Predominantemente, acomete indivíduos de 
origem judaica, sendo sua incidência de 1:120.000.% 

O gene da frutoquinase (KHK) tem localização cro- 
mossômica 2p23.3-23.2. O splicing alternativo resulta em 
duas isoformas da enzima: a frutoquinase A, expressa em 
tecido humano fetal e adulto, mas que ainda não tem sua 
ação fisiológica bem compreendida; e a frutoquinase C, ex- 
pressa no fígado, nos rins e no intestino delgado, cujas alte- 
rações resultam em frutosúria essencial.” 

Até o momento, são conhecidas cerca de 430 varia- 
ções (entre SNP e mutações) no gene da frutoquinase.® 
Destas, as únicas mutações causadoras da frutosúria es- 
sencial relatadas até 2012 resultam nas substituições Gl- 
y40Arg e Ala43Thr.” 

A frutosúria essencial resulta em hiperfrutosemia de 
origem alimentar, sem disfunção clínica, mas que pode 
produzir um teste de diabete falso-positivo. Aproximada- 
mente uma em cada 130.000 pessoas na população apre- 
senta essa alteração. Entretanto, a frutosúria não requer 
tratamento alimentar específico. 


Intolerância hereditária à frutose 


Chambers e Pratt,” em 1956, relataram o primeiro 
caso de intolerância hereditária à frutose, inicialmente 
denominada idiossincrasia à frutose, em uma jovem de 24 
anos de idade. O principal sintoma relatado foi vômito 
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intenso após ingestão de frutas. No entanto, seu reconhe- 
cimento como erro inato do metabolismo foi realizado 
por Froesch et al.“ em 1976, que descobriram que a ad- 
ministração de frutose em indivíduos afetados provocava 
hipoglicemia grave. 

A intolerância hereditária à frutose tem como defeito 
enzimático primário a ausência da enzima aldolase B, 
responsável pela clivagem da frutose-1 fosfato, cuja rea- 
ção gera DHAP e gliceraldeído. Todos os sinais e sinto- 
mas presentes na intolerância hereditária à frutose são 
decorrentes do acúmulo da frutose-1 fosfato, da redução 
da concentração intracelular de fósforo inorgânico, da 
alteração no potencial de fosfato e das inibições enzimá- 
ticas secundárias ao acúmulo de frutose-1 fosfato, as 
quais provocam hipoglicemia por inibição da glicogenó- 
lise e gliconeogênese. Consequentemente, há aumento da 
concentração de frutose no sangue e eliminação desse 
monossacarideo pela urina.! 

Trés genes diferentes que codificam as aldolases fo- 
ram identificados. Enquanto as isozimas A e C são princi- 
palmente expressas no musculo e no cérebro, respectiva- 
mente, a aldolase B é a principal enzima do figado, do 
cortex renal e do intestino delgado. O gene humano da 
aldolase B (ALDOB) foi mapeado na região cromossômi- 
ca 9q22.3. Atualmente, de acordo com o banco de dados 
GeneCards, cerca de 464 variações do gene ALDOB já fo- 
ram relatadas. Entre elas, 14 mutações são relacionadas ao 
desenvolvimento da intolerância hereditária à frutose, 
sendo mais comuns (84%) a A149P (norte da Europa), a 
A174D (centro e sul da Europa) e a N334K (Leste Euro- 
peu), além das mutações A150P, A175D e N335K, relati- 
vamente comuns em indivíduos da Europa Central, sendo 
observadas frequências de 65%, 11% e 8% de alelos va- 
riantes, respectivamente. 

A incidência da intolerância hereditária à frutose é de 
cerca de 1:40.000, sendo igual em ambos os sexos e com 
apresentação clínica variável. Enquanto alguns pacientes 
são extremamente sensíveis à frutose, outros podem tole- 
rar quantidades moderadas. A atividade da aldolase B 
pode variar de indetectável até 15 a 30% do normal.” 

Todos os sinais e sintomas apresentados na frutose- 
mia são decorrentes do acúmulo da frutose-1 fosfato, da 
diminuição da concentração de fósforo inorgânico intra- 
celular, do desarranjo no potencial de fosfato e das inibi- 
ções enzimáticas secundárias ao acúmulo de frutose-1 
fosfato, em função da inibição da fosforilação da frutose 
pela frutoquinase.' Os bloqueios enzimáticos envolvendo 
a fosforilase e a frutose-1,6 bisfosfatase explicam o apare- 
cimento da hipoglicemia persistente. Já outros sintomas, 
como náuseas e vômitos, são explicados pelo acúmulo de 
frutose-1 fosfato e pelo desarranjo do metabolismo do 
fosfato e de energia na mucosa intestinal. As alterações 
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que promovem acúmulo de frutose-1 fosfato e alteração 
do metabolismo de fosfato nos rins acarretam perda da 
capacidade de acidificação urinária e da reabsorção tubu- 
lar de fosfato.“ 

O diagnóstico inclui a pesquisa de frutose na urina e, 
a dosagem de fosfato inorgânico sérico e de glicose san- 
guínea após a ingestão de substâncias contendo frutose. 
O teste de tolerância à frutose pode ser realizado por 
meio da infusão intravenosa de frutose, que provocará 
hipoglicemia, queda acentuada e prolongada na concen- 
tração plasmática de fosfato e alterações urinárias, como 
aumento do pH e excreção de fosfato. Essas alterações são 
reversíveis após o teste. A etapa seguinte da investigação 
diagnóstica envolve a biópsia hepática para a determina- 
ção da atividade da aldolase B.' 

O tratamento da intolerância hereditária à frutose 
consiste na exclusão da frutose da alimentação.” Caso o 
consumo de fontes de frutose persista, ocorrem episódios 
de hipoglicemia e insuficiência renal e hepática, podendo 
levar o paciente à morte.” 


Deficiência da frutose-1,6 bisfosfatase 


Em 1970, Baker e Winegrad?” identificaram, pela pri- 
meira vez, a deficiência de frutose-1,6 bisfosfatase (FB- 
Pase) em uma menina de cinco anos de idade, com episó- 
dios repetidos de acidose metabólica e hipoglicemia 
desde os seis meses de vida. Trata-se de doença de heran- 
ça genética autossômica recessiva, que atinge mais meni- 
nas que meninos (1,5:1). O transtorno básico é a defi- 
ciência da enzima frutose-1,6 bisfosfatase; o fígado só 
consegue produzir glicose a partir do glicogênio enquan- 
to perdurarem suas reservas. A frutose-1,6 bisfosfatase é 
necessária para a condensação das trioses em frutose-1,6 
bisfosfato e, portanto, impede a formação de glicose a 
partir de outras fontes que não a glicose.” A incidência 
da deficiência da frutose-1,6 bisfosfatase parece ser mui- 
to mais baixa que a da intolerância hereditária à frutose. 
Além de europeus e norte-americanos, muitos casos fo- 
ram diagnosticados no Japão.” 

Em cerca da metade de todos os casos, a deficiência 
de frutose-1,6 bisfosfatase apresenta-se nos primeiros 4 
dias de vida com sintomas de hiperventilação grave, cau- 
sada por profunda acidose (acumulo de ácido láctico) e 
hipoglicemia significativa.” Existem evidências da exis- 
tência de mais de uma isoforma da frutose-1,6 bisfosfata- 
se com atividade em seres humanos. A isoforma muscu- 
lar tem diferentes características cinéticas em relação à 
isoforma encontrada no fígado e não é alterada em pa- 
cientes com deficiência da frutose-1,6 bisfosfatase.” O 
gene da frutose-1,6 bisfosfatase isoforma 1 (FBP1), a qual 
é expressa no fígado, está localizado na região cromossô- 


mica 9q22.2-q22.3. Cerca de 953 variações genéticas es- 
tão relacionadas a esse gene, sendo quatro delas envolvi- 
das no desenvolvimento da deficiência de frutose-1,6 
bisfosfatase, a saber: P284R (Pro284Arg), A177D 
(Alal77Asp), G164S (Gly164Ser) e F194S (Phe194Ser).* 

Portadores da deficiência de frutose-1,6 bisfosfatase 
apresentam graves episódios de hipoglicemia e acidose 
metabólica no período neonatal ou nos primeiros meses 
de vida. Esses episódios são desencadeados pelo jejum 
prolongado ou por infecções febris e são acompanhados 
por anorexia e vômitos. Contrariamente aos pacientes 
com intolerância hereditária à frutose, esses indivíduos 
toleram quantidades normais de frutose e sacarose prove- 
nientes da alimentação, não desenvolvendo aversão aos 
alimentos doces.! 

Apesar de não ser necessário eliminar a frutose e a 
sacarose da alimentação, a redução desses componentes é 
recomendada até o estabelecimento do limiar de sensibi- 
lidade, que é particular para cada paciente. O álcool apre- 
senta poder inibitório da gliconeogênese e, dessa forma, 
deve ser restringido. Após o diagnóstico da deficiência da 
frutose-1,6 bisfosfatase e o tratamento adequado ser ins- 
tituído, o prognóstico geralmente é bom. O crescimento e 
o desenvolvimento são normais e a tolerância ao jejum 
melhora com o avanço da idade.” 


FRUTOSE: EXPRESSÃO GÊNICA E 
SÍNDROME METABÓLICA 


O fígado é um órgão essencial para a manutenção da 
homeostase lipídica, glicídica e hormonal. Desde a iden- 
tificação da proteína de ligação ao elemento regulador 
dos esteroides (SREBP, sterol regulatory element-binding 
protein) como fator de transcrição que modula a ho- 
meostase lipídica, tem-se dado grande atenção ao papel 
do gene que codifica essa proteína na regulação intrace- 
lular da LDN. A frutose tem a capacidade de, direta ou 
indiretamente, por meio dos seus intermediários meta- 
bólicos no metabolismo hepático, ativar fatores de trans- 
crição como a proteína 1c de ligação ao elemento regula- 
dor dos esteroides (SREBPlc, sterol regulatory 
element-binding protein-lc) e a proteína de ligação ao 
elemento de resposta aos carboidratos (ChREBP, car- 
bohydrate responsive element-binding protein), de forma 
independente de insulina. Ambos os fatores de transcri- 
ção são responsáveis pela ativação de genes que codifi- 
cam enzimas envolvidas na LDN, contribuindo, dessa 
forma, para a síntese de lipídios e, por consequência, com 
a gênese da síndrome metabólica.” 

Evidências mostram que coativadores de fatores de 
transcrição da família PGC-1 (peroxisome proliferator-ac- 
tivated receptor gamma coactivator-1) controlam a ex- 


pressão de genes envolvidos no metabolismo lipídico e 
glicídico hepático. Embora inicialmente descrito como 
um coativador do PPAR-gama,’* o PGC-1 é reconhecido 
como coativador de múltiplos fatores de transcrição. Ele 
pode coordenar tanto o metabolismo glicídico hepático, 
via FOXO1 (forkhead box protein O1),”” HNF4-alfa (he- 
patocyte nuclear factor 4 alpha)® e MEF-2 (muscle-selecti- 
ve transcription factor-2),*' como o metabolismo lipídico 
hepático, via PPAR-alfa,” LXR (liver X receptor)” e 
SREBP* O PGC-1 beta ativa a expressão de genes envol- 
vidos na lipogênese e na secreção de triacilgliceróis via 
SREBP, o que não ocorre via PGC-1 alfa.” Assim, o 
PGC-1 beta é um regulador conhecido do metabolismo 
lipídico e glicídico no fígado e desempenha função prio- 
ritária na lipogênese induzida pelo consumo de frutose, 
uma vez que esse monossacarídeo pode ativá-lo e, por 
consequência, regular a expressão de genes lipogênicos e 
inibir a oxidação de ácidos graxos no fígado, o que con- 
tribui para a LDN.***° 

Em relação ao desenvolvimento de dislipidemias, 
estudos in vivo com hamsters demonstraram que o con- 
sumo de ração rica em frutose estimula a produção de 
FOXO1 e promove a sua redistribuição nuclear no figa- 
do.** Essa proteína, por sua vez, aumenta a produção de 
Apo CIII e prejudica a hidrólise de triacilgliceróis. Suge- 
re-se que esse seja um possível mecanismo para o meta- 
bolismo hepático de gorduras em resposta a uma alimen- 
tação rica em frutose. Ainda, o aumento da síntese de 
FOXO! estimula a gliconeogênese e a hiperglicemia.” 

Ademais, estudos têm mostrado também que a ali- 
mentação rica em frutose é capaz de promover a ativação 
da expressão do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), 
contribuindo com a resposta inflamatória. A ativação de 
vias inflamatórias pela alimentação rica em frutose pode 
ter influência direta sobre a secreção hepática e intestinal 
de lipoproteínas. Vias inflamatórias clássicas, como a do 
fator nuclear kappa B (NF-kB), são estimuladas por altas 
concentrações de frutose* e contribuem para a síntese 
hepática de triacilgliceróis elevada e, em consequência, 
para o desenvolvimento da obesidade, como também de 
DM2. 

Com relação ao desenvolvimento da obesidade em 
função do consumo de frutose, estudos têm sugerido que 
a alimentação rica em frutose pode promover resistência 
central à leptina, o que modula as respostas de fome e 
saciedade e contribui para o ganho de peso exacerbado.” 

Todas essas evidências científicas dão ênfase aos vários 
mecanismos moleculares emergentes, nos quais vias bio- 
químicas e de expressão gênica são estimuladas em função 
da exposição à frutose, contribuindo para o desenvolvi- 
mento da síndrome metabólica. A Figura 6.6 esquematiza 
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os mecanismos e os fatores envolvidos no desenvolvimen- 
to da síndrome metabólica relacionados à frutose. 

Nagai et al. avaliaram a função do PGC-1 beta na 
patogênese da resistência à insulina induzida pela frutose 
em ratos submetidos à administração de RNA antissenso 
(ASO) da PGC-1 beta, o que silencia tal gene no fígado e 
no tecido adiposo. Os animais foram alimentados com 
ração rica em frutose, sendo 60% do VET da dieta prove- 
niente de carboidratos e 66,8% do total de carboidratos 
oriundo da frutose. Os autores demonstraram que o ASO 
PGC-1 beta melhorou o fenótipo metabólico induzido 
pela alimentação rica em frutose, reduzindo a expressão 
da SREBP-1, como também diminuiu a transcrição de 
genes alvos do LXR (SCARBI, ABCG8) no fígado. Ade- 
mais, o ASO PGC-1 beta reverteu a resistência hepática à 
insulina induzida pela frutose, além de aumentar a dis- 
ponibilidade de glicose, estimulada pela insulina, confor- 
me evidenciado pelo aumento de três vezes na captação 
de glicose no tecido adiposo branco. 

A SREBP-1c também tem sido relacionada à regula- 
ção da resistência à insulina humana. Maudes et al.” 
identificaram duas mutações (P87L e P416A) em éxons 
que codificam o domínio de ativação transcricional ami- 
no terminal, encontrando correlação com resistência à 
insulina. Além disso, dados do estudo de coorte Cam- 
bridgeshire Case Control Population identificaram asso- 
ciação significativa do SNP (C/T) entre os éxons 18c e 
19c e o desenvolvimento de diabete em homens, mas não 
em mulheres. 

A ativação do gene que codifica a SREBP-Ic parece 
ser suscetível à alimentação, o que torna esse gene um 
candidato para intervenções nutricionais. Examinando 
duas linhagens de camundongos (CBA/JN e DBA/2N), 
Nagata et al.” descobriram que a expressão hepática do 
gene da SREBP-1c diferiu entre os modelos após o con- 
sumo de ração com alto teor de frutose (67% do valor 
energético total da ração proveniente de carboidratos e 
98% do total de carboidratos oriundos da frutose), du- 
rante 8 semanas. A expressão gênica da SREBP-1c hepá- 
tica foi significativamente aumentada pela ingestão da 
ração com alto teor de frutose em camundongos CBA/ 
JN, enquanto nenhuma resposta foi observada em ani- 
mais do grupo DBA/2N. Comparando as sequências de 
nucleotídeos entre as duas linhagens de camundongos, 
os pesquisadores verificaram a presença de um SNP 
(-468 A/G; adenina no grupo DBA/2N e guanina no 
grupo CBA/JN) na região promotora do gene da 
SREBP-1c. Além disso, o grupo DBA/2N apresentou re- 
dução da estimulação da atividade do promotor induzi- 
da pela insulina. 
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Figura 6.6 Mecanismos propostos para a indução da síndrome metabólica pela frutose. ACC1: acetil-CoA carboxilase 1; acetil-CoA: ace- 
tilcoenzima A; ACL: ATP citrato liase; ADP: difosfato de adenosina; AGL: ácidos graxos livres; AMP: monofosfato de adenosina; ApoB: apo- 
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transportador de glicose 5; IMP, monofosfato de inosina; IRS-1: substrato 1 do receptor da insulina; LPL, lipase das lipoproteínas; malonil-CoA: 
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do receptor ativado por proliferador de peroxissomos; Pi: fosfato inorgânico; PKC:: proteína quinase C tipo s; pSer-IRS-1: IRS-1 fosforilado em 
serina; SREBP1c: proteína 1c de ligação ao elemento regulador dos esteroides; TG: triacilglicerol; VLDL: lipoproteína de muito baixa densida- 
de. Fonte: adaptada de Lim et al.” 


creta de que o consumo moderado de frutas resulte em 
alterações metabólicas. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A glicose e a frutose são essenciais ao metabolismo 
energético humano; entretanto, o consumo em excesso 
está relacionado a alterações na homeostase metabólica 
e, consequentemente, ao surgimento de doenças crôni- 
cas não transmissíveis. Na década de 1970, estudos 
apontaram que a frutose poderia ser um substituto se- 
guro do açúcar simples para pacientes com DM2. Essa 
constatação deu origem a produtos como o xarope de 
milho, com alto teor de frutose, o qual começou a ser 
utilizado indiscriminadamente na fabricação de bebi- 
das. Estudos epidemiológicos indicam que o aumento 
do consumo de bebidas ricas em frutose é um dos res- 
ponsáveis pelo aumento da incidência de obesidade e 
DM2.º>8 No entanto, não há nenhuma evidência con- 


Erros inatos do metabolismo relacionados ao meta- 
bolismo da glicose e da frutose são decorrentes de muta- 
ções genéticas já identificadas. Entretanto, as ações dele- 
térias do consumo excessivo crônico de glicose e frutose 
estão relacionadas a alterações metabólicas resultantes de 
distúrbios em vias de sinalização celular, as quais ocasio- 
nam alteração da expressão de genes envolvidos com o 
metabolismo de lipídios e de carboidratos. Ainda, GWAS 
identificaram variações genéticas relacionadas ao au- 
mento da suscetibilidade individual para o desenvolvi- 
mento de DM2. Alguns genes alvo já foram identificados 
e podem direcionar pesquisas que visam à redução do 
risco do desenvolvimento de doenças metabólicas. Entre- 
tanto, ainda há muito a ser esclarecido sobre a relação 


frutose/glicose-genes-homeostase metabólica, e estudos 
de genômica nutricional serão fundamentais para a re- 
versão do cenário epidemiológico atual. 


REFERÊNCIAS 


1. Barreiros RC et al. Frutose em humanos: efeitos metabó- 
licos, utilização clínica e erros inatos associados. Rev. Nutr. 
2005;18(3):337-89. 

2. Cummings JH, Stephen AM. Carbohydrate terminology and 
classification. Eur J Clin Nutr. 2007;61(Suppl 1):S5-18. Review. 

3. White JS. Challenging the fructose hypothesis: new pers- 
pectives on fructose consumption and metabolism. Adv Nutr. 
2013;4(2):246-56. 

4. Levy RB, Claro RM, Bandoni DH, Mondini L, Monteiro CA. 
Disponibilidade de “açúcares de adição” no Brasil: distribuição, 
fontes alimentares e tendência temporal. Rev Bras Epidemiol. 
2012;15(1):3-12. 

5. Bray GA, Nielsen SJ, Popkin BM. Consumption of high-fructose 
corn syrup in beverages may play a role in the epidemic of obesity. 
Am J Clin Nutr. 2004;79(4):537-43. Review. 

6. FAO 1998. Carbohydrates in human nutrition. Food and Agri- 
culture Organization of the United Nations: Rome. Report of a 
Joint FAO/ WHO Expert Consultation. FAO Food and Nutrition. 
7. IBGE. Pesquisa de Orçamentos Familiares 2008-2009. Antropo- 
metria e estado nutricional de criangas, adolescentes e adultos no 
Brasil. Rio de Janeiro; 2010. 

8. Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilancia em Saúde. 
Vigitel Brasil 2013: vigilância de fatores de risco e proteção para 
doenças crônicas por inquérito telefônico/Ministério da Saúde, 
Secretaria de Vigilância em Saúde. Brasília: Ministério da Saúde; 
2014. 

9. Basaranoglu M, Basaranoglu G, Sabuncu T, Sentiirk H. Fructose 
as a key player in the development of fatty liver disease. World J 
Gastroenterol. 2013;19(8):1166-72. 

10. Flynn ER, Alexander BT, Lee J, Hutchens ZM Jr, Maric-Bilkan 
C. High-fat/fructose feeding during prenatal and postnatal deve- 
lopment in female rats increases susceptibility to renal and meta- 
bolic injury later in life. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 
2013;304(4):R278-85. 

11. Goran MI, Dumke K, Bouret SG, Kayser B, Walker RW, Blum- 
berg B. The obesogenic effect of high fructose exposure during 
early development. Nat Rev Endocrinol. 2013;9(8):494-500. 

12. Hallfrisch J. Metabolic effects of dietary fructose. FASEB J. 
1990;4(9):2652-60. Review. 

13. Johnson LR. Digestion and absorption. In Johnson LR. Gas- 
trointestinal physiology. 6.ed. St. Louis: A Harcourt Health Scien- 
ces Company; 2001. 

14. Keim NL, Levin RJ, Havel PJ. Carbohydrates. In: Ross AC et 
al. Modern nutrition in health and disease. 11.ed. Wolters Kluwer: 
Williams and Wilkins; 2014. 

15. Diez-Sampedro A, Eskandari S, Wright EM, Hirayama BA. 
Na+-to-sugar stoichiometry of SGLT3. Am J Physiol Renal Physiol. 
2001;280:F278-F282. 

16. Shi X, Schecll HP, Summers RM, Lambert GP, Chang RT, Xia T 
et al. Fructose transport mechanism in humans. Gastroenterology. 
1997;113(4):1171-79. 

17. Taniguchi CM, Emanuelli B, Kahn CR. Critical nodes in signal- 
ling pathways: insights into insulin action. Nat Rev Mol Cell Biol. 
2006;7(2):85-96. 


Glicose e frutose 


18. Zhao FQ, Keating AF. Functional properties and genomics of 
glucose transporters. Curr Genomics. 2007;8(2):113-28. 

19. Parks EJ, Hellerstein MK. Carbohydrate-induced hypertriacy- 
lelycerolemia: Historical perspective and review of biological me- 
chanisms. Am J Clin Nutr. 2000;71:412-33. 

20. Hellerstein MK. De novo lipogenesis in humans: metabolic and 
regulatory aspects. Eur J Clin Nutr. 1999;53(Suppl 1):S53-65. Re- 
view. 

21. Rowlands DS, Thorburn MS, Thorp RM, Broadbent S, 
Shi X. Effect of graded fructose coingestion with maltodex- 
trin on exogenous 14C-fructose and 13C-glucose oxidation ef- 
ficiency and high-intensity cycling performance. J Appl Physiol. 
2008;104:1709-19. 

22. McArdle WD, Katch FI, Katch VL. Fisiologia do exercicio + 
energia, nutrição e desempenho humano. 7.ed. Rio de Janeiro: 
Guanabara Koogan; 2011. 

23. Gerich JE. Physiology of glucose homeostasis. Diabetes Obes 
Metab. 2000;2(6):345-50. Review. 

24. Cersosimo E, Garlick P, Ferretti J. Renal substrate metabolism 
and gluconeogenesis during hypoglycemia in humans. Diabetes. 
2000;49(7):1186-93. 

25. Bjorntorp P, Sjostrom L. Carbohydrate storage in man: spe- 
culations and some quantitative considerations. Metabolism. 
1978;27(12 Suppl. 2):1853-65. 

26. Diraison F, Yankah V, Letexier D, Dusserre E, Jones P, Beylot M. 
Differences in the regulation of adipose tissue and liver lipogenesis 
by carbohydrates in humans. J Lipid Res. 2003;44(4):846-53. 

27. Schwarz JM, Linfoot P, Dare D, Aghajanian K. Hepatic de novo 
lipogenesis in normoinsulinemic and hyperinsulinemic subjects 
consuming high-fat, low-carbohydrate and low-fat, high-car- 
bohydrate isoenergetic diets. Am J Clin Nutr. 2003;77(1):43-50. 
28. Dekker MJ, Su Q, Baker C, Rutledge AC, Adeli K. Fructose: a 
highly lipogenic nutrient implicated in insulin resistance, hepatic 
steatosis, and the metabolic syndrome. Am J Physiol Endocrinol 
Metab. 2010;299(5):E685-94. 

29. Basciano H, Federico L, Adeli K. Fructose, insulin resistance, 
and metabolic dyslipidemia. Nutr Metab (Lond). 2005;2(1):5. 

30. Stanhope KL, Schwarz JM, et al. Effects of consuming fructo- 
se- or glucose-sweetened beverages for 10 weeks on lipids, insulin 
sensitivity and adiposity. J Clin Invest. 2009. 

31. Jensen MD. Role of body fat distribution and the metabolic 
complications of obesity. J Clin Endocrinol Metab. 2008;93:S57- 
-63. 

32. Stanhope KL, Havel PJ. Fructose consumption: recent re- 
sults and their potential implications. Ann N Y Acad Sci. 
2010;1190:15-24. 

33. Stanhope KL, Havel PJ. Fructose consumption: potential 
mechanisms for its effects to increase visceral adiposity and in- 
duce dyslipidemia and insulin resistance. Curr Opin Lipidol. 
2008;19(1):16-24. 

34. Stanhope KL, Bremer AA, Medici V, Nakajima K, Ito Y, Naka- 
no T et al. Consumption of fructose and high fructose corn syrup 
increase postprandial triglycerides, LDL-cholesterol, and apolipo- 
protein-B in young men and women. J Clin Endocrinol Metab. 
2011;96(10):E1596-605. 

35. Taylor EN, Curhan GC. Fructose consumption and the risk of 
kidney stones. Kidney Int. 2008;73(2):207-12. 

36. Silva RJ, De Angelis K. Aumento no consumo de frutose como 
fator de risco para o desenvolvimento de síndrome metabólica. Re- 
vista Eletrônica de Iniciação Científica da USJT. São Paulo; 2007. 


87 


88 Genômica nutricional 


37. Reiser S, Hallfrisch J. Metabolic effects of dietary fructose. CRC 
Press: Boca Raton; 1987. 

38. Bray GA, Popkin BM. Dietary sugar and body weight: have we 
reached a crisis in the epidemic of obesity and diabetes? Health be 
damned! Pour on the sugar. Diabetes Care. 2014;37(4):950-6. 

39. Ventura EE, Davis JN, Goran MI. Sugar content of popular 
sweetened beverages based on objective laboratory analysis: focus 
on fructose content. Obesity (Silver Spring). 2011;19(4):868-74. 
40. Tappy L, Lé KA, Tran C, Paquot N. Fructose and me- 
tabolic diseases: new findings, new questions. Nutrition. 
2010;26(11-12):1044-49. 

41. DiNicolantonio JJ, O’Keefe JH, Lucan SC. Added fructose: a 
principal driver of type 2 diabetes mellitus and its consequences. 
Mayo Clin Proc. 2015;90(3):372-81. 

42. Sloboda DM, Li M, Patel R, Clayton ZE, Yap C, Vickers MH. 
Early life exposure to fructose and offspring phenotype: implica- 
tions for long term metabolic homeostasis. J Obes. 2014;203:474. 
43. Ahangarpour A, Mohammadian M, Dianat M. Antidiabetic 
effect of hydroalcholic urticadioica leaf extract in male rats with 
fructose-induced insulin resistance. Iran J Med Sci. 2012;37:181-86. 
44, [IOM] Institute of Medicine. Dietary reference intakes for 
energy, carbohydrate, fiber, fat, fatty acids, cholesterol, protein, 
and amino acids. Washington, D.C: The National Academies Press; 
2005. 

45. World Health Organization; Food and Agriculture Organiza- 
tion. Population nutrient intake goals for preventing diet-related 
chronic diseases. In: World Health Organization; Food and Agri- 
culture Organization. Diet, nutrition and the prevention of chro- 
nic diseases. Geneva: WHO; 2003. 

46. World Health Organization. Guideline: Sugar intake for adult 
and children. Geneva: WHO; 2015. 

47. Johnson RK, Appel LJ, Brands M, Howard BV, Lefevre M, Lus- 
tig RH et al. Dietary sugars intake and cardiovascular health: a 
scientific statement from the American Heart Association. Circu- 
lation. 2009;120(11):1011-20. 

48. Brasil. Ministério da Saúde. Secretaria de Atenção à Saúde. 
Coordenação Geral da Política de Alimentação e Nutrição. Guia 
alimentar para a população brasileira. 2.ed. Brasília: Ministério da 
Saúde; 2014. 

49. [SBD] Sociedade Brasileira de Diabetes. Diretrizes da Socie- 
dade Brasileira de Diabetes 2013-2014. Rio de Janeiro: AC Farma- 
cêutica; 2014. 

50. Browning JD, Baker JA, Rogers T, Davis J, Satapati S, Burgess 
SC. Short-term weight loss and hepatic triglyceride reduction: evi- 
dence of a metabolic advantage with dietary carbohydrate restric- 
tion. Am J Clin Nutr. 2011;93(5):1048-52. 

51. Silbernagel G, Machann J, Unmuth S, Schick F, Stefan N, Haring 
HU et al. Effects of 4-week very-high-fructose/glucose diets on in- 
sulin sensitivity, visceral fat and intrahepatic lipids: an exploratory 
trial. Br J Nutr. 2011;106(1):79-86. 

52. De Koning L, Malik VS, Rimm EB, Willett WC, Hu FB. 
Sugar-sweetened and artificially sweetened beverage con- 
sumption and risk of type 2 diabetes in men. Am J Clin Nutr. 
2011;93(6):1321-7. 

53. Pollock NK, Bundy V, Kanto W, Davis CL, Bernard PJ, Zhu H 
et al. Greater fructose consumption is associated with cardiome- 
tabolic risk markers and visceral adiposity in adolescents. J Nutr. 
2012;142(2):251-57. 

54. Cox CL, Stanhope KL, Schwarz JM, Graham JL, Hatcher B, 
Griffen SC et al. Circulating concentrations of monocyte che- 
moattractant protein-1, plasminogen activator inhibitor-1, and 


soluble leukocyte adhesion molecule-1 in overweight/obese men 
and women consuming fructose- or glucose-sweetened beverages 
for 10 weeks. J Clin Endocrinol Metab. 2011;96(12):E2034-8. 

55. Friberg E, Wallin A, Wolk A. Sucrose, high-sugar foods, and risk 
of endometrial cancer: a population-based cohort study. Cancer 
Epidemiol Biomarkers Prev. 2011;20(9):1831-37. 

56. Gaby AR. Adverse effects of dietary fructose. Altern Med Rev. 
2005;10(4):294-306. 

57. Steinmann B, Gitzelman R, Berghe GVD. Disorders of fructose 
metabolism. In: Scriver C, Beaudet A, Sly W, editors. The metabolic 
and molecular bases of inherited disease. 8.ed. New York: McGraw 
Hill; 2001. 

58. Thorens B, Mueckler M. Glucose transportes in the 21st Cen- 
tury. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2009;298(2):E141-5. 

59. Santer R, Schneppenheim R, Dombrowski A, Gotze H, Stein- 
mann B, Schaub J. Mutations in GLUT2, the gene for the liver-type 
glucose transporter, in patients with Fanconi-Bickel syndrome. 
Nat Genet. 1997;17(3):324-26. 

60. Rhead B, Karolchik D, Kuhn RM, Hinrichs AS, Zweig AS, Fujita 
PA, et al. The UCSC genome browser database: update. Nucleic 
Acids Res 2010;38:D613-19. 

61. Le MT, Lobmeyer MT, Campbell M, et al. Impact of genetic 
polymorphisms of SLC2A2, SLC2A5, and KHK on metabolic phe- 
notypes in hypertensive individuals. PLoS One 2013;8:e52062 

62. Dalbeth N, House ME, Gamble GD, Horne A, Pool B, Purvis 
L et al. Population-specific influence of SLC2A9 genotype on the 
acute hyperuricaemic response to a fructose load. Ann Rheum Dis. 
2013;72(11):1868-73. 

63. Le MT, Shafiu M, Mu W, Johnson RJ. SLC2A9: a fructose trans- 
porter identified as a novel uric acid transporter. Nephrol Dial 
Transplant. 2008;23(9):2746-49. 

64. Brandstatter A, Kiechl S, Kollerits B, Hunt SC, Heid IM, 
Coassin S et al. Sex-specific association of the putative fructose 
transporter SLC2A9 variants with uric acid levels is modified by 
BMI. Diabetes Care. 2008;31:1662-67. 

65. Voruganti VS, Franceschini N, Haack K, Laston S, MacCluer 
JW, Umans JG et al. Replication of the effect of SLC2A9 genetic va- 
riation on serum uric acid levels in American Indians. Eur J Hum 
Genet. 2014;22(7):938-43. 

66. Froesch ER. Disorders of fructose metabolism. Clin Endocrinol 
Metab. 1976;5(3):599-611. 

67. Asipu A, Hayward BE, O’Reilly J, Bonthron DT. Properties of 
normal and mutant recombinant human ketohexokinases and im- 
plications for the pathogenesis of essential fructosuria. Diabetes. 
2003;52:2426-32. 

68. GeneCards Org, 2014. Disponível em: http://www.genecards. 
org/. Acesso em 25 set 2014. 

69. Bonthron DT, Brady N, Donaldson IA, Steinmann B. Molecu- 
lar basis of essential fructosuria: molecular cloning and mutational 
analysis of human ketohexokinase (fructokinase). Hum Mol Ge- 
net. 1994;3:1627-31. 

70. Trinh CH, Asipu A, Bonthron DT, Phillips SE. Structures of al- 
ternatively spliced isoforms of human ketohexokinase. Acta Crys- 
tallogr D Biol Crystallogr. 2009;65(Pt 3):201-11. 

71. Chambers RA, Pratt RT. Idiosyncrasy to fructose. Lancet. 
1956;271(6938):340. 

72. Wong D. IEM Digest — molecular genetics and metabolism. 
2005;85:165-67. 

73. Van den Berghe G. Inborn errors of fructose metabolism. Annu 
Rev Nutr. 1994;14:41-58. 


74. Mayatepek E, Hoffmann B, Meissner T. Inborn errors of 
carbohydrate metabolism. Best Pract Res Clin Gastroenterol. 
2010;24(5):607-18. 

75. Baker L, Winegrad Al. Fasting hypoglycaemia and metabolic 
acidosis associated with deficiency of hepatic fructose-1,6-diphos- 
phatase activity. Lancet. 1970;2(7662):13-6. 

76. Visser G, Bakker HD, de Klerk JBC. Natural history and treat- 
ment of fructose 1,6-diphosphatase deficiency in the Netherlands. 
J Inherit Metab Dis. 2004;27(Suppl 1):207. 

77. Lim JS, Mietus-Snyder M, Valente A, Schwarz JM, Lustig RH. 
The role of fructose in the pathogenesis of NAFLD and the meta- 
bolic syndrome. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2010;7(5):251-64. 
78. Lin J, Puigserver P, Donovan J, Tarr P, Spiegelman BM. Pero- 
xisome proliferator-activated receptor gamma coactivator Ibeta 
(PGC-Ibeta ), a novel PGC-1-related transcription coactivator 
associated with host cell factor. J Biol Chem. 2002;277(3):1645-8. 
79. Puigserver P, Rhee J, Donovan J, Walkey CJ, Yoon JC, Orien- 
te F, Kitamura Y, Altomonte J, Dong H, Accili D, Spiegelman BM. 
Insulin-regulated hepatic gluconeogenesis through FOXO1-PGC- 
-lalpha interaction. Nature. 2003;423(6939):550-5. 

80. Rhee J, Inoue Y, Yoon JC, Puigserver P, Fan M, Gonzalez FJ, 
Spiegelman BM. Regulation of hepatic fasting response by PPAR- 
gamma coactivator-lalpha (PGC-1): requirement for hepatocyte 
nuclear factor 4alpha in gluconeogenesis. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2003;100(7):4012-7. 

81. Michael LE Wu Z, Cheatham RB, Puigserver P, Adelmant G, 
Lehman JJ, Kelly DP, Spiegelman BM. Restoration of insulin-sen- 
sitive glucose transporter (GLUT4) gene expression in muscle cells 
by the transcriptional coactivator PGC-1. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2001;98(7):3820-5. 

82. Vega RB, Huss JM, Kelly DP. The coactivator PGC-1 cooperates 
with peroxisome proliferator-activated receptor alpha in trans- 
criptional control of nuclear genes encoding mitochondrial fatty 
acid oxidation enzymes. Mol Cell Biol. 2000;20(5):1868-76. 

83. Lin J, Handschin C, Spiegelman BM. Metabolic control 
through the PGC-1 family of transcription coactivators. Cell Me- 
tab. 2005;1(6):361-70 


Glicose e frutose 


84. Faeh D, Minehira K, Schwarz JM, Periasamy R, Park S, Tappy 
L. Effect of fructose overfeeding and fish oil administration on he- 
patic de novo lipogenesis and insulin sensitivity in healthy men. 
Diabetes. 2005;54(7):1907-13. 

85. Nagai Y, Yonemitsu S, Erion DM, Iwasaki T, Stark R, Weismann 
D, Dong J, Zhang D, Jurczak MJ, Lóffler MG, Cresswell J, Yu XX, 
Murray SF, Bhanot S, Monia BP, Bogan JS, Samuel V, Shulman GI. 
The role of peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
coactivator-1 beta in the pathogenesis of fructose-induced insulin 
resistance. Cell Metab. 2009;9(3):252-64. 

86. Su Q, Tsai J, Xu E, Qiu W, Bereczki E, Santha M et al. Apo- 
lipoprotein B100 acts as a molecular link between lipid-induced 
endoplasmic reticulum stress and hepatic insulin resistance. Hepa- 
tology. 2009;50:77-84. 

87. Roglans N, Vila L, Farre M, Alegret M, Sanchez RM, 
Vazquez-Carrera M et al. Impairment of hepatic Stat-3 activation 
and reduction of PPARalpha activity in fructose-fed rats. Hepato- 
logy. 2007;45:778-88. 

88. Tsai J, Zhang R, Qiu W, Su Q, Naples M, Adeli K. Inflamma- 
tory NF- B activation promotes hepatic apolipoprotein B100 se- 
cretion: evidence for a link between hepatic inflammation and 
lipoprotein production. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 
2009;296:G1287-G1298. 

89. Shapiro A, Mu W, Roncal C, Cheng KY, Johnson RJ, Scarpace 
PJ. Fructose-induced leptin resistance exacerbates weight gain in 
response to subsequent high-fat feeding. Am J Physiol Regul Integr 
Comp Physiol. 2008;295:R1370-R1375. 

90. Laudes M, Barroso I, Luan J, Soos MA, Yeo G, Meirhaeghe A, 
Logie L, Vidal-Puig A, Schafer AJ, Wareham NJ, O’Rahilly S. Gene- 
tic variants in human sterol regulatory element binding protein-1c 
in syndromes of severe insulin resistance and type 2 diabetes. Dia- 
betes. 2004 Mar;53(3):842-6. 

91. Nagata R, Nishio Y, Sekine O, Nagai Y, Maeno Y, Ugi S et al. 
Single nucleotide polymorphism (—468 Gly to A) at the promoter 
region of SREBP-1c associates with genetic defect of fructose-in- 
duced hepatic lipogenesis. J Biol Chem. 2004;279(28):29031-42. 


89 


Glutamina 


Vinicius Fernandes Cruzat 
Marcelo Macedo Rogero 


INTRODUÇÃO 


Entre os 21 aminoácidos conhecidos e nutricional- 
mente classificados de acordo com sua essencialidade, o 
composto CH NO, também chamado de glutamina, 
merece atenção especial. A glutamina é o aminoácido 
mais abundante do organismo, presente em quantidades 
muito superiores às de qualquer outro aminoácido no 
meio extracelular. Embora o papel imunomodulador da 
glutamina seja bastante conhecido e divulgado, uma 
grande variedade de funções orgânicas essenciais é in- 
fluenciada e mediada por esse aminoácido. De fato, além 
da glicose, a glutamina é o principal nutriente para a ma- 
nutenção da homeostasia corporal, não sendo possível 
sua substituição por outros compostos. Entre as princi- 
pais funções da glutamina estão: sintetizar nucleotídeos, 
atuar como substrato energético, possibilitar o transpor- 
te de nitrogênio e destoxificação da amônia entre os teci- 
dos, participar do sistema antioxidante, regular vias de 
sinalização relacionadas à defesa e ao reparo celular, entre 
outros. Sob o ponto de vista evolutivo, é difícil imaginar 
a sobrevivência, a manutenção e a proliferação de células 
sem a participação da glutamina. Não por acaso, desde a 
década de 1990 um grande número de trabalhos tem sido 
realizado com o intuito de investigar o papel e o envolvi- 
mento da glutamina no metabolismo. Entretanto, mais 
recentemente, há um acúmulo de evidências científicas 
apontando diversos mecanismos de ação desse aminoá- 
cido sobre a expressão de diversos genes. Considerando a 
importância da glutamina em praticamente todas as rea- 
ções metabólicas e regulatórias do organismo, o presente 
capítulo aborda aspectos do metabolismo e mecanismos 
de ação desse aminoácido em diversos órgãos e tecidos. 


ASPECTOS GERAIS 


Em 1873, a glutamina foi considerada, pela primeira 
vez, uma molécula biologicamente importante, uma vez 
que, por evidências indiretas, foi caracterizada como um 
componente estrutural de proteínas. Em 1883, foi de- 
monstrada a presença abundante de glutamina livre em 
determinadas plantas. Contudo, o número de estudos 
aumentou somente a partir dos trabalhos conduzidos 
por Sir Hans Adolf Krebs (1900-1981), na década de 1930. 
Nessa ocasião e pela primeira vez, Sir Krebs! verificou 
que tecidos de mamíferos têm a capacidade tanto de hi- 
drolisar quanto de sintetizar esse aminoácido. Na década 
de 1950, Eagle et al.? evidenciaram que a glutamina era 
relevante para células in vitro e que sua concentração na 
circulação sanguínea era mais que o dobro quando com- 
parada à de qualquer outro aminoácido. 

A glutamina é um L-alfa-aminoácido de cinco car- 
bonos, com peso molecular de 146,15 e composição ele- 
mentar de carbono (41,09%), hidrogênio (6,90%), oxi- 
gênio (32,84%) e nitrogênio (19,17%). Em pH fisiológico, 
é classificada como um aminoácido neutro e, nutricio- 
nalmente, como um aminoácido não essencial. A gluta- 
mina apresenta dois grupos amino: um grupo alfa-amino 
e um grupo amida terminal facilmente hidrolisável. Essas 
características ressaltam suas funções como um veículo de 
transporte de nitrogênio e carreador de amônia (NH). É 
o aminoácido livre mais abundante no músculo e no 
plasma humanos, também encontrado em concentrações 
relativamente altas em outros tecidos. Indivíduos consi- 
derados saudáveis, pesando aproximadamente 70 kg, 
apresentam cerca de 70 a 80 g de glutamina distribuídos 
por diversos tecidos corporais. A concentração plasmá- 
tica de glutamina constitui aproximadamente 20% do 
total de aminoácidos livres e, após jejum de 12 horas, 


encontra-se entre 500 e 750 umol/L, sendo dependente 
do equilíbrio entre a liberação e a captação de glutamina 
pelos órgãos e tecidos do organismo.” 

A glutamina está presente na composição de proteínas 
vegetais e animais. Por exemplo, considerando a porcenta- 
gem da proteína pelo seu número de aminoácidos, verifi- 
ca-se que a glutamina representa 35,1% da gliadina pre- 
sente no trigo, 24,2% da proteína do feijão, 9,6% da 
glicinina presente na soja, 8,9% da beta-caseína presente 
no leite de vaca, 3,8% da ovalbumina presente no ovo de 
galinha e 2,9% da actina presente no músculo esquelético. 

Participando de reações orgânicas essenciais, in- 
cluindo o transporte de NH, entre tecidos, síntese de nu- 
cleotídeos e substrato energético para células do sistema 
imune, a glutamina apresenta inúmeras funções no orga- 
nismo, o que reforça o papel relevante desse aminoácido 
tanto em estados de saúde quanto fisiopatológicos.” A 
diminuição da concentração plasmática de glutamina 
aliada ao aumento do metabolismo desse aminoácido 
ocorre de modo marcante em muitas doenças com eleva- 
do catabolismo. Essas situações levaram à reclassificação 
da glutamina como um aminoácido não essencial para 
um nutriente condicionalmente essencial. 

A partir dos trabalhos de Krebs e seu grupo, grande 
progresso tem sido feito, especialmente ao entender as 
diferentes vias metabólicas influenciadas pela expressão 
de genes responsivos à glutamina. 


METABOLISMO DA GLUTAMINA 


Pode-se considerar que a importância do metabolis- 
mo da glutamina (CH N,O,) para humanos é eviden- 
ciada por sua concentração no organismo. No sangue, ela 
é 10 a 100 vezes maior que a de qualquer outro aminoáci- 
do. Entre os órgãos envolvidos na síntese de glutamina 
incluem-se músculo esquelético, pulmões, fígado, cérebro 
e, possivelmente, tecido adiposo, os quais contêm ativida- 
de específica de síntese de glutamina. Por outro lado, teci- 
dos que são primariamente consumidores de glutamina 
— células da mucosa intestinal, leucócitos e células do tú- 
bulo renal — contêm elevada atividade de enzimas e cofa- 
tores capazes de degradar glutamina.” Porém, sob certas 
condições — incluindo ingestão reduzida de carboidratos, 
doenças e estresse fisiológico intenso —, o fígado pode 
tornar-se um sítio consumidor de glutamina, e tecidos 
como o muscular podem ter a síntese de glutamina redu- 
zida (Figura 7.1).º Outros diversos fatores podem modu- 
lar a atividade das enzimas reguladoras do metabolismo 
da glutamina, especialmente glicocorticoides, hormônios 
tireoidianos, hormônio do crescimento e insulina. 

Diversas são as enzimas envolvidas no metabolismo 
da glutamina. As duas principais enzimas intracelulares 


Glutamina 


são a glutamina sintetase (GS) e a glutaminase (GLS). A 
primeira é responsável pela reação que sintetiza glutami- 
na a partir de NH, e glutamato, com consumo de trifos- 
fato de adenosina (ATP) (Figura 7.2, reação B), enquanto 
a segunda é responsável pela hidrólise da glutamina, 
convertendo-a em glutamato e NH, novamente (Figura 
7.2, reação C).º Quanto à localização intracelular, verifi- 
ca-se que a GS é encontrada primariamente no citosol, 
enquanto a GLS, na sua forma ativa, está principalmente 
no interior mitocondrial. Essas localizações são compati- 
veis com as funções dessas enzimas: GS produzindo glu- 
tamina para síntese de proteínas citoplasmáticas e nu- 
cleotídeos e GLS catalisando a utilização de glutamina 
como fonte de energia.” A hidrólise da glutamina repre- 
senta o primeiro passo na sua utilização a partir da sínte- 
se do glutamato. Outras reações podem ocorrer princi- 
palmente na via que permite o consumo de glutamina no 
ciclo do ácido tricarboxilico."! 

A síntese de glutamina por meio da GS ocorre a par- 
tir da disponibilidade de glutamato. Por sua vez, o gluta- 
mato é sintetizado a partir de 2-oxaglutarato e íon amô- 
nio (NH ), pela ação da enzima glutamato desidrogenase 
(Figura 7.2, reação A), ou ainda a partir do catabolismo 
de outros aminoácidos, incluindo os aminoácidos de ca- 
deia ramificada (ACR), especialmente a leucina.*!? Estu- 
dos em ratos demonstram que os ACR, o que inclui a 
leucina, por exemplo, podem ser transaminados quase 
exclusivamente como alfa-cetoglutarato para formar glu- 
tamato, o qual pode fornecer seu grupo amino para for- 
mar piruvato, gerando alanina, ou incorporar amônia li- 
vre, dando origem à glutamina." 

Tanto as concentrações teciduais quanto as sanguí- 
neas de glutamina podem ser influenciadas de acordo 
com a atividade da GS ou da GLS (Figura 7.1). Em situa- 
ções catabólicas como sepse,'*!> infecções,!* cirurgias,” 
traumas” e exercícios físicos intensos e prolongados,” a 
síntese endógena de glutamina não supre a demanda exi- 
gida pelo organismo. Em tais casos de carências, a gluta- 
mina assume o papel de um aminoácido condicional- 
mente essencial, tanto por um aumento da expressão da 
enzima GLS quanto pela concomitante inibição da ação 
da GS.” Apesar disso, é importante salientar que, embora 
a concentração plasmática de glutamina torne-se reduzi- 
da, passando de sua concentração normal (500 a 750 
umol/L) para 300 a 400 umol/L, células que dependem 
desse aminoácido, como as do sistema imune, são de fato 
pouco influenciadas em termos de proliferação e função 
celular.” Por outro lado, o elevado catabolismo tecidual 
leva à redução dos estoques teciduais, especialmente 
músculos e fígado. A menor concentração tecidual de 
glutamina tem impacto em todo o organismo, uma vez 
que a glutamina pode ceder átomos de nitrogênio para a 
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Figura 7.1 Metabolismo da glutamina no estado de saúde e doença/estresse. Tecidos como cérebro, pulmões, fígado, músculo esquelético e intes- 
tino exibem ambas as enzimas GLS (glutaminase) e GS (glutamina sintetase). Células do sistema imune e rins não possuem GS, o que confere papel 
essencial de consumidor de glutamina ao organismo, independentemente do estado fisiológico. No estado de saúde ou alimentado, os estoques de 
glutamina tecidual e plasmática encontram-se em equilíbrio, mantidos principalmente pelo fígado e músculos esqueléticos. Entretanto, em situações 
de elevado catabolismo, os estoques são afetados, uma vez que o fígado se torna um sítio consumidor, e rins, intestino e leucócitos aumentam sua 
dependência de consumo por glutamina. O resultado do desequilíbrio entre a síntese e a degradação resulta em deficiência de glutamina. Fonte: 


adaptada de Rogero e Tirapegui.” 


síntese de purinas, pirimidinas e aminoaçúcares.”? Na 
continuidade da elevada degradação tecidual de glutami- 
na, um grande número de vias metabólicas e mecanis- 
mos dependentes é afetado, promovendo, por exemplo, 
imunossupressão. 


MÚSCULO ESQUELÉTICO 


O metabolismo da glutamina está diretamente liga- 
do ao músculo esquelético, que é quantitativamente o 
local mais relevante de estoque, síntese e liberação de glu- 
tamina, embora a atividade da enzima GS seja relativa- 
mente baixa por unidade de massa no tecido muscular.” 
Desta forma, o músculo esquelético exerce fundamental 
papel no metabolismo da glutamina por ser um dos 
maiores tecidos (quantitativamente) do organismo. O 


conteúdo intramuscular de glutamina corresponde a 50 a 
60% do total de aminoácidos livres nesse tecido. Aproxi- 
madamente 80% da glutamina corporal está no músculo 
esquelético, e essa concentração é 30 vezes superior à do 
plasma.” 

As concentrações de aminoácidos livres no tecido 
muscular são dependentes do tipo de fibra muscular. Es- 
tudos realizados com músculo esquelético de ratos têm 
demonstrado que os estoques de glutamina são três ve- 
zes maiores em fibras musculares de contração lenta (fi- 
bras do tipo 1) do que em fibras musculares de contra- 
ção rápida (fibras do tipo 2). Uma possível causa da 
maior concentração de glutamina em fibras de contra- 
ção lenta pode ser decorrente da atividade elevada da 
enzima GS e maior disponibilidade de ATP para a sínte- 
se de glutamina.” 
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Figura 7.2 Reação A: síntese de glutamato catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH). Reação B: síntese de glutamina catalisada pela 
enzima glutamina sintetase (GS). Reação C: hidrólise da glutamina catalisada pela enzima glutaminase (GLS). Alternativamente, o glutamato pode 
ser fornecido a partir de outros aminoácidos envolvendo uma variedade de enzimas. ACR: aminoácidos de cadeia ramificada; ADP: adenosina 


difosfato; ATP: adenosina trifosfato; NH,: amônia; Pi: fosfato inorgânico. Fonte: adaptada de Rogero e Tirapegui;? Tirapegui e Cruzat.” 


Hormônios como a insulina e os fatores de cresci- 
mento semelhantes à insulina (IGF) estimulam o trans- 
porte de glutamina para o meio intracelular, ao passo que 
glicocorticoides estimulam a liberação de glutamina para 
o meio extracelular. O gradiente transmembrana através 
da célula muscular é elevado para a glutamina. A existên- 
cia desse gradiente de concentração torna restrita a difu- 
são livre através da membrana celular. A glutamina é ati- 
vamente transportada para dentro das células através de 
um sistema dependente de sódio, resultando em gasto de 
energia. O transporte de glutamina através da membrana 
da célula muscular é rápido, e sua velocidade é superior à 
de todos os outros aminoácidos. A estabilização da con- 
centração de glutamina observada no fluido intracelular 
e o gradiente de concentração através da membrana de- 
vem ser o efeito combinado de: afinidade do sistema de 
transporte; influência de outros aminoácidos competin- 
do por moléculas carreadoras; razão intracelular de sin- 
tese e utilização; fornecimento extracelular; taxa de fluxo 


através da membrana celular; e quantidades intra e extra- 
celulares de sddio.*”° 

Durante o estado pós-absortivo, aproximadamente 
50% da síntese de glutamina no músculo esquelético 
ocorre por meio da captação de glutamato a partir da 
circulação sanguínea, caracterizando parte do ciclo glu- 
tamina-glutamato. O papel relevante do glutamato pode 
ser observado por meio da administração de um inibi- 
dor da GS (sulfoximina de metionina), que, segundo 
Koyama et al.,” promoveu elevação de 10 vezes da con- 
centração de glutamato no plasma quatro horas após o 
tratamento, fato este aliado à diminuição da concentra- 
ção plasmática de glutamina e concomitante aumento da 
concentração de NH, no plasma. Além disso, o catabolis- 
mo proteico muscular produz glutamina diretamente, 
mas também leva à liberação de ACR, glutamato, aspar- 
tato e asparagina. Os esqueletos de carbono desses ami- 
noácidos são utilizados para a síntese de novo de gluta- 
mina (Figura 7.3).*° 
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Estudos em ratos demonstram que ACR são transa- 
minados, quase exclusivamente, com alfa-cetoglutarato 
para formar glutamato, o qual pode transferir seu grupo 
amino para o piruvato formando alanina, ou incorporar 
NH, livre para formar glutamina. ACR não são comple- 
tamente metabolizados porque a 2-oxoisovalerato desi- 
drogenase (enzima chave no controle da taxa de oxidação 
de ACR) se apresenta quase totalmente na forma inativa 
no músculo esquelético. Assim, músculos de rato captam 
ACR, inicialmente para utilizá-los como fornecedores de 
nitrogênio na formação de glutamina e alanina.*”! 

No estado pós-absortivo, glutamina e alanina cor- 
respondem a respectivamente 48% e 32% dos aminoá- 
cidos liberados pelo músculo esquelético. A glutamina 
com dois átomos de nitrogênio por molécula é a princi- 


pal fonte de liberação de nitrogênio a partir do múscu- 
lo. As taxas de trocas de glutamina e alanina excedem os 
seus estoques corporais, e sua ocorrência na proteína 
muscular é de apenas 10 a 15%, indicando que há uma 
constante necessidade da síntese de novo desses aminoá- 
cidos no músculo. A taxa de síntese de glutamina no 
músculo esquelético — aproximadamente 50 mmol/h — 
é mais alta que a de qualquer outro aminoácido.” Deste 
modo, glutamina e alanina devem ser formadas como 
produtos da interconversão de aminoácidos dentro da 
célula, em um processo dependente das suas condições 
metabólicas, as quais são afetadas pelos estados nutri- 
cional, hormonal e também pelo exercício físico. Segun- 
do Hood e Terjung,” as contrações musculares aumen- 
tam a taxa de metabolismo do piruvato, a produção de 
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Figura 7.3 Metabolismo de glutamina em células do músculo esquelético. A partir de glutamina, glutamato é produzido pela atividade da enzima 
glutaminase (GLS), liberando íon amônio (NH +). Dentro das mitocôndrias ou no citosol, o glutamato é um importante precursor para a síntese de 
compostos do metabolismo intermediário, o que inclui o aminoácido alanina, antioxidantes como a glutationa (GSH) e a expressão de proteínas de 
choque térmico (HSP) envolvidas na reparação de danos celulares. Especula-se que a capacidade de a glutamina regular a síntese de HSP esteja 
associada à via das glicosaminas. Células, especialmente do tecido muscular, podem sintetizar glutamina a partir da glutamina sintetase (GS), uti- 
lizando glutamato, ATP e amônia (NH,). O transporte de glutamina para dentro das células ocorre por meio de transporte ativo, associado à bomba 
de sódio (Na*) e potássio (K*) ATPase, a qual promove concomitante aumento da absorção de água. Esse fato altera o volume celular e pode estar 
associado à resistência a danos e ao estímulo da expressão de genes envolvidos com vias anabólicas. Alfa-KG: alfa-cetoglutarato; ATP: trifosfato 
de adenosina; eiF-2: fator de iniciação eucariótico 2; GLUD: glutamato desidrogenase; GSH: glutationa reduzida; GSRd: glutationa redutase; GSSG: 
glutationa oxidada; HSF1: fator de choque térmico 1. Fonte: Tirapegui e Cruzat.” 


lactato, a transaminação de aminoácidos e a amoniagê- 
nese, determinantes importantes da formação de alani- 
na e glutamina durante o exercício físico. 

A glutamina apresenta papel relevante na regulação da 
síntese e da concentração de proteína no tecido muscular, 
uma vez que o aumento da concentração intramuscular de 
glutamina eleva significantemente a taxa de síntese protei- 
ca. Esse fato é relacionado ao aumento do volume celular, 
o qual atua como um sinal anabólico intracelular. Desse 
modo, o conhecimento do metabolismo muscular da glu- 
tamina é fundamental em diversos estados clínicos e cata- 
bólicos e durante o período de recuperação após exercício 
exaustivo, uma vez que estão relacionados à diminuição da 
concentração intramuscular de glutamina.” 


GLUTAMINA E EXPRESSÃO GÊNICA 
NO TECIDO MUSCULAR 


A perda de peso e a fadiga do organismo em fases 
de estresse metabólico e processos infecciosos repre- 
sentam parte de um problema ainda não resolvido em 
indivíduos agudamente enfermos e inflamados. A re- 
dução da massa muscular durante o estado de sepse 
ocorre por um desequilíbrio no balanço da síntese e da 
degradação proteica, alterando a concentração de pro- 
teínas totais no organismo, promovendo balanço nitro- 
genado negativo. 

Por ser o aminoácido mais abundante e crucial ao 
metabolismo celular, a redução da disponibilidade de 
glutamina pode influenciar uma variedade de funções, 
alterando a expressão de genes fundamentais do controle 
homeostático. Em um dos primeiros estudos a respeito 
do metabolismo muscular da glutamina em situações ca- 
tabólicas, verificou-se que a redução da concentração 
desse aminoácido no músculo esquelético está relaciona- 
da à redução na taxa de sobrevida de pacientes em estado 
de sepse. Curiosamente, a diminuição intensa da con- 
centração de glutamina muscular em pacientes grave- 
mente enfermos (redução em média de 80% do normal 
decorrente da degradação proteica) é acompanhada por 
um aumento na síntese e na liberação de glutamina a 
partir do músculo esquelético.” Isso se deve ao fato de o 
RNA mensageiro (RNAm) e a atividade da enzima GS 
estarem aumentados no músculo esquelético durante es- 
tados catabólicos graves.” 

A expressão da enzima GS é regulada principalmente 
por dois mecanismos: aumento da transcrição em respos- 
ta à ação hormonal e regulação da estabilidade da proteína 
GS em resposta à concentração intracelular de glutamina 
livre. No tecido muscular, glicocorticoides podem aumen- 
tar a quantidade de RNAm da GS em um processo depen- 
dente do receptor de glicocorticoides, presente no citosol. 


Glutamina 


Após a ligação do glicocorticoide ao seu receptor citosóli- 
co, ocorre a sua translocação para o núcleo, onde ligam-se 
a regiões contendo elementos de resposta a glicocorticoi- 
des, as quais promovem indução da transcrição do gene 
da GS, entre outros (Figura 7.4).” Embora a atividade da 
GS seja aumentada em resposta ao estresse fisiológico, o 
aumento da quantidade da proteína pode não ocorrer pa- 
ralelamente ao do RNAm, o que sugere a existência de 
mecanismos de controle pós-transcricionais. Desse modo, 
a atividade dessa enzima parece ser controlada pela con- 
centração intracelular de glutamina por meio de um me- 
canismo de controle pós-transcricional, que promove o 
aumento da atividade da enzima GS quando há diminui- 
ção da concentração intracelular de glutamina. Não obs- 
tante, verifica-se que a enzima GS é relativamente instável 
na presença de glutamina e, desse modo, o aumento da 
concentração intracelular desse aminoácido promove a 
degradação da GS mais rapidamente (Figura 7.4). Além 
disso, os glicocorticoides e a depleção de glutamina intra- 
celular agem sinergisticamente, promovendo o aumento 
da expressão da GS no músculo esquelético.” 

Estudos in vitro com diversos tipos de células têm de- 
monstrado que a glutamina também pode alterar a ex- 
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Figura 7.4 Regulação da síntese de glutamina no músculo esquelético. 
Glicocorticoides são mediadores relevantes da síntese de glutamina 
durante o estresse fisiológico. Após sua entrada na célula, esses hor- 
mônios podem se ligar ao receptor citosólico de glicocorticoides (RG), 
translocar para o núcleo (círculo com linhas pontilhadas) e promover 
o aumento da transcrição do gene que codifica a enzima glutamina 
sintetase (GS). Apesar da concentração de RNAm aumentar em até 
10 vezes em resposta ao estresse agudo, a concentração da proteína 
GS e a atividade podem não aumentar na mesma proporção. A enzi- 
ma GS — que sintetiza glutamina a partir de glutamato (GLU) e amônia 
(NH,) — é relativamente instável na presença de glutamina e, quando 
a concentração intracelular de glutamina é alta, a enzima GS é degra- 
dada mais rapidamente. Esse mecanismo de controle por feedback 
permite que o músculo esquelético tenha controle preciso da síntese 
de glutamina de acordo com o estado de estresse e a demanda de 
glutamina. ATP: adenosina trifosfato. Fonte: adaptada de Labow et al.* 
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pressão gênica de proteínas contráteis. Em um estudo, o 
crescimento e a maturação de cardiomiócitos foram 
acompanhados pelo aumento do conteúdo do RNAm de 
proteínas como a alfa-miosina de cadeia pesada (a-MHC) 
e alfa-actina, ambos parâmetros considerados de hipertro- 
fia não patológica.” Outros estudos apontam para a im- 
portância da glutamina em mediar a ativação de vias co- 
mo a do mTOR, considerado um regulador essencial para 
o tamanho e a massa tecidual, seja em situações saudáveis 
ou de doença.“ De fato, a utilização de aminoácidos, espe- 
cialmente a leucina, como indutores anabólicos para célu- 
las musculares tem sua ação comprometida via mTOR 
quando não há disponibilidade de glutamina.” Apesar da 
participação essencial da glutamina na regulação da ex- 
pressão de genes ligados ao conteúdo muscular, não há 
estudos in vivo comprobatórios de que a suplementação 
isolada possa promover aumentos de massa muscular.“ 
Outro papel relevante exercido pela glutamina está as- 
sociado à capacidade de modular respostas de proteção e 
resistência a lesões, também conhecidas como efeitos an- 
tioxidantes e citoprotetores. O estresse oxidativo elevado 
produzido em situações de catabolismo promove diversos 
efeitos que culminam em estímulos pró-apoptóticos, por 
meio de vias clássicas como a do fator nuclear kappa B 
(NF-KB). As espécies reativas do oxigênio (ERO) tanto ra- 
dicalares quanto não radicalares reagem com minerais, 
membranas fosfolipídicas, proteínas, entre outros com- 
postos importantes para a homeostasia celular.” A gluta- 
mina pode modular a expressão de proteínas sensíveis ao 
choque térmico (HSP). Em um estudo com camundongos 
agudamente inflamados (submetidos à endotoxemia, um 
modelo de sepse), a maior disponibilidade de glutamina 
tecidual promoveu a manutenção da expressão de HSP, 
especialmente a família de 70 kda (forma mais abundan- 
te), 90 e 27 kda. Os resultados em músculos esqueléticos e 
fígado foram obtidos tanto no nível proteico quanto de 
expressão gênica.'” Além disso, outros genes demostraram 
ser bastante responsivos à glutamina, incluindo o fator de 
choque térmico 1 (HSF-1), importante para a síntese de 
HSP, e enzimas ligadas ao sistema antioxidante. De fato, 
como ilustrado na Figura 7.3, o glutamato doado a partir 
da glutamina é substrato essencial para a síntese de gluta- 
tiona, fato que altera a expressão de genes como o da glu- 
tationa S-redutase (GSR) e glutationa peroxidase 1 
(GPx1). As propriedades citoprotetoras e antioxidantes da 
glutamina podem ser particularmente importantes em si- 
tuações de elevado catabolismo ao modular a atividade e a 
expressão das vias inflamatórias mediadas pelo NF-KB.” 


GLUTAMINA E EXPRESSÃO GÊNICA NO INTESTINO 


O intestino delgado é o órgão que mais utiliza gluta- 
mina no organismo. Esse aminoácido é quantitativamen- 


te mais relevante que a glicose como substrato energético 
nos enterócitos. Nessas células, o carbono da glutamina 
pode ser metabolizado por meio de duas vias principais: 
(1) formando deltal-pirrolina-5-carboxilato; (2) via 
alfa-cetoglutarato, como um intermediário do ciclo de 
Krebs. A primeira via promove a formação de prolina, 
ornitina e citrulina a partir do carbono da glutamina, 
utilizando cerca de 10% da concentração intestinal desse 
aminoácido. Outros 10 a 15% da glutamina são incorpo- 
rados à proteína tecidual, sendo a maior proporção (cer- 
ca de 75%) metabolizada no ciclo de Krebs para produ- 
ção de energia (Figura 7.5).º 

A hidrólise da glutamina em glutamato — catalisada 
pela enzima glutaminase — corresponde à primeira rea- 
ção na sua utilização. O intestino apresenta elevada ativi- 
dade da enzima glutaminase (3-6 umol/hora/mg de pro- 
teína), a qual tem alta afinidade pelo substrato, o que é 
consistente com a baixa concentração de glutamina nesse 
tecido, ou seja, há uma correlação entre a presença de 
glutaminase e a utilização de glutamina por determinado 
tipo celular. Na célula intestinal, praticamente toda a glu- 
taminase está ligada à membrana mitocondrial. A modu- 
lação da atividade dessa enzima no intestino é relevante 
para a manutenção da integridade desse tecido, para a 
absorção adequada de nutrientes e para a prevenção de 
septicemia. Estados de jejum prolongado e subnutrição 
estão associados à redução da atividade da glutaminase 
no intestino; por outro lado, a atividade dessa enzima é 
aumentada no período pós-prandial, após administração 
de alimentação enteral, de aminoácidos de cadeia ramifi- 
cada e de L-alanil-L-glutamina.” 

No enterócito, a glutamina estimula a síntese proteica 
e reduz a proteólise dependente de ubiquitina, uma vez 
que esse aminoácido promove redução da expressão gêni- 
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Figura 7.5 Vias do metabolismo da glutamina nas células da mucosa 
do intestino delgado. NH,: amônia. Fonte: adaptada de Souba et al.” 


ca da ubiquitina. A glutamina pode aumentar a expressão 
gênica da enzima arginino-succinato sintase em células 
Caco-2 (célula de linhagem epitelial do cólon de huma- 
nos). À glutamina ativa as quinases reguladas por sinais 
extracelulares (ERK) e quinases amino-terminal c-Jun 
(JNK) no enterócito, o que resulta em significativo au- 
mento da expressão gênica de c-Jun e da atividade do fa- 
tor de transcrição designado proteína ativadora 1 (AP-1). 
Tal ação da glutamina potencializa os efeitos dos fatores 
de crescimento sobre a proliferação e o reparo celular.“ 

O choque térmico (43ºC) induz morte celular epite- 
lial intestinal; na ausência de glutamina, esse fato é exacer- 
bado. Todavia, a exemplo do que acontece com o tecido 
muscular, a suplementação com glutamina promove 
redução dose-dependente na morte celular associada ao 
choque térmico. Esse efeito da glutamina, em parte, é 
decorrente da sua capacidade de aumentar a expressão gê- 
nica de HSP70.º>* 


GLUTAMINA, CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE, 
EXPRESSÃO GÊNICA E IMUNODULAÇÃO 


O organismo protege-se contra microrganismos por 
meio de diferentes mecanismos, dentre os quais a imuni- 
dade inata, ou natural, e a adquirida. Os principais compo- 
nentes da imunidade inata são as barreiras físicas e quími- 
cas, como epitélio e substâncias microbicidas produzidas 
pela superfície epitelial; proteínas sanguíneas, incluindo o 
sistema complemento e outros mediadores do processo 
inflamatório; células fagocíticas (neutrófilos, macrófagos); 
e outros leucócitos como as células natural killer. Já os lin- 
fócitos T e B são responsáveis pela imunidade adquirida 
do organismo. As células T fazem parte da resposta imune 
celular e proliferam ativamente quando estimuladas por 
interleucina-2 (IL2) ou por mitógenos, como a concana- 
valina A. Os linfócitos B são os precursores das células pro- 
dutoras de anticorpos.“ 

Embora a glicose seja um nutriente essencial para su- 
prir a demanda energética de células do sistema imune, 
estudos da década de 1980 demonstraram que linfócitos e 
macrófagos podem utilizar glutamina em taxas muito se- 
melhantes ou ainda maiores que a própria glicose.” Lin- 
fócitos e macrófagos, por exemplo, têm a capacidade de 
utilizar glicose e glutamina para síntese energética e diver- 
sas macromoléculas (Figura 7.6), o que inclui mediadores 
inflamatórios e enzimas envolvidas com a defesa celular. 
Atualmente sabe-se que células do sistema imune depen- 
dem da disponibilidade de glutamina para exercer suas 
funções, bem como para se diferenciar e proliferar (Figura 
7.7), especialmente em situações catabólicas e de estresse.” 

A glicose é convertida principalmente em lactato (gli- 
cólise), enquanto a glutamina segue a sua conversão para 
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Figura 7.6 Metabolismo da glutamina em macrófagos e linfócitos. En- 
zimas estão indicadas por números. 1. glutaminase; 2: aspartato ami- 
notransferase; 3: enzimas do ciclo de Krebs; 4: malato desidrogenase 
NAD-dependente; 5: enzima málica; 6: fosfoenolpiruvato carboxiqui- 
nase; 7: piruvato quinase; 8: lactato desidrogenase; PEP: fosfoenolpi- 
ruvato. Fonte: adaptada de Calder 
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Figura 7.7 A proliferação de linfócitos depende da concentração de 
glutamina no meio extracelular. Experimento com linfócitos obtidos 
a partir do baço de ratos e incubados em meio de cultura contendo 
antibióticos. As células foram expostas a estímulo mitogênico de linfó- 
citos T (concanavalina A) e incubados com diferentes concentrações 
de glutamina. A proliferação é expressa mediante aumento da radioa- 
tividade medida pela incorporação de timidina ao DNA no período de 
18 a 66 horas de incubação. Fonte: adaptada de Yaqoob e Calder.” 


glutamato e aspartato sofrendo oxidação parcial para 
CO, via processo denominado glutaminólise, essencial 
para o funcionamento efetivo de células do sistema imu- 
ne. A glicólise fornece ribose-5-fosfato, precursora da sín- 
tese de RNA e DNA, e glicerol 3-fosfato para a síntese de 
fosfolipídios. Já a degradação de glutamina, amônia e as- 
partato, que são utilizados na síntese de purinas e pirimi- 
dinas, é fundamental para a formação de DNA e RNA. 
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Cabe ressaltar que o processo de proliferação de linfócitos 
T e B, como também as taxas de síntese proteica, produ- 
ção de IL-2 e síntese de anticorpos dessas células, são de- 
pendentes de glutamina. Especificamente em macrófagos, 
síntese e secreção de citocinas pró-inflamatórias — como o 
fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), IL1 e IL6, que 
são quantitativamente relevantes — também são processos 
dependentes da concentração de glutamina extracelular.” 

Os neutrófilos apresentam aumento do consumo de 
glicose relacionado ao processo de endocitose e geração 
de ERO. Porém, a glicose não é o único metabólito ener- 
gético utilizado por essas células. Estudos recentes de- 
monstraram que neutrófilos também consomem ati- 
vamente glutamina, sendo a taxa de utilização desse 
aminoácido por neutrófilos, assim como por linfócitos e 
macrófagos, similar ou até mesmo superior quando com- 
parada à glicose. A capacidade para reconhecer e eliminar 
invasores depende, em grande parte, da ativação de pro- 
teínas associadas à inflamação e à desgranulação de célu- 
las especializadas.” Neutrófilos utilizam estruturas pro- 
teicas compostas por cromatina descondensada e fatores 
antimicrobianos, também chamados de armadilhas ex- 
tracelulares dos neutrófilos (NET, neutrophilic extracellu- 
lar traps). A ação dos NET requer a formação de ERO, 
sintese de enzimas como a mieloperoxidase (MPO) e a 
elastase, componentes capazes de anular fatores de viru- 
léncia e destruir bactérias extracelulares.”? O processo que 
envolve as ERO é dependente da ativação do complexo 
NADPH oxidase 2 (NOX2). A partir da glutamina, a sín- 
tese de malato, por meio da enzima málica, produz quan- 
tidades substanciais de NADPH, o qual é necessário para 
a formação do anion superóxido (O) que exerce ação 
antimicrobiana. De forma similar, os macrófagos utilizam 
taxas elevadas de glutamina para a síntese de óxido nítrico 
(NO) pela ação da enzima NO sintase induzível (iNOS), 
utilizando NADPH como fonte energética.” 

Os linfócitos possuem alta atividade da enzima gluta- 
minase dependente de fosfato e, sendo esta uma enzima 
mitocondrial, é provável que o caminho metabólico da 
glutamina na mitocôndria seja: glutamina > glutamato 
— oxoglutarato > succinil-CoA — succinato > fumara- 
to — malato. Nessa perspectiva, parte do malato pode ser 
convertido em oxaloacetato e, posteriormente, transami- 
nado com o glutamato para produzir oxoglutarato e as- 
partato. O restante do malato pode ser transportado den- 
tro do citosol, onde pode seguir o seguinte destino: 
conversão para oxaloacetato, que pode ser transaminado 
com glutamato pela enzima aspartato aminotransferase 
citosólica, ou convertido para fosfoenolpiruvato por meio 
da enzima carboxiquinase para a formação de piruvato e, 
consequentemente, lactato pelas enzimas piruvato quina- 
se e lactato desidrogenase, respectivamente.” 


As concentrações plasmáticas e teciduais de gluta- 
mina estão diminuídas em situações clínicas e catabóli- 
cas como trauma, queimadura, sepse e pós-operatório. 
Nessas circunstâncias, a diminuição da concentração 
plasmática de glutamina ocorre porque a taxa de capta- 
ção e utilização desse aminoácido por diversos tecidos é 
superior à velocidade de síntese e liberação pelo múscu- 
lo esquelético. Além disso, durante processos catabóli- 
cos, a captação de glutamina pelos intestinos e rins, a 
partir da circulação sanguínea, é elevada. Essas situações 
estão associadas ao aumento na suscetibilidade a infec- 
ções, sugerindo que isso possa se dar, em parte, em razão 
da diminuição do fornecimento de glutamina para célu- 
las imunocompetentes, como linfócitos. 

É provável que, dentre os diversos compostos conhe- 
cidos como imunomoduladores, a glutamina seja o mais 
famoso. A prática da utilização exógena de glutamina 
baseia-se na ideia de atenuar os efeitos deletérios promo- 
vidos por sua baixa disponibilidade no organismo em 
situações catabólicas. Em estados enfermos e inflamató- 
rios, incluindo cirurgias, traumas e infecções, o consumo 
de glutamina por linfócitos, por exemplo, aumenta in- 
tensamente, uma vez que a atividade e a expressão da 
GLS estão elevadas em diversas vezes, quando compara- 
da ao estado saudável (Figura 7.1).°° 

O aumento da demanda de glutamina por células do 
sistema imune, em conjunto com a elevação da utilização 
desse aminoácido por outros tecidos, leva o organismo a 
um déficit de glutamina. Esse efeito, dependendo da si- 
tuação, pode contribuir para o agravamento da doença e 
infecção, com possíveis implicações no risco de vida, uma 
vez que células do sistema imune têm suas vias antimicro- 
bianas prejudicadas. É bastante comum verificar que cé- 
lulas do sistema imune têm sua expressão gênica alterada 
em condições de baixa disponibilidade de glutamina. 

Em um estudo com neutrófilos, a glutamina na con- 
centração de 2 mmol/L (2 a 3 vezes maior que as concen- 
trações fisiológicas) foi capaz de atenuar os efeitos inibi- 
tórios da síntese de O” induzido pela adrenalina em 
situações de estresse.” Além disso, demonstrou-se que a 
glutamina modula componentes do complexo sistema 
NADPH oxidase, aumentando a expressão de genes co- 
mo o Gp9Iºhox, P22Pbx e P47Phx em neutrófilos de ratos* 
e outros tipos celulares.” Um dos mais importantes me- 
canismos mediados pela glutamina na proliferação de 
células envolve a ativação das proteínas ERK e JNK. 
Ambas atuam na ativação de fatores de transcrição, como 
a JNK ea AP-1, o que resulta na transcrição de genes en- 
volvidos com a proliferação celular.º! Nesse sentido, a 
glutamina não somente serve como substrato energético 
para leucócitos, mas também atua de forma essencial na 
proliferação celular e reparação celular.” 


Tanto em estudos in vitro e in vivo, a glutamina é um 
potente modulador da expressão da HSP de 72 kda 
(HSP72), constituinte da família da HSP70.!21% Esse 
efeito da glutamina influencia a resposta inflamatória, 
uma vez que reduz a liberação de citocinas pró-inflama- 
tórias. As HSP podem reduzir a expressão de citocinas 
com ação pró-inflamatória por meio da sua ligação ao 
elemento de choque térmico presente na região promo- 
tora do gene da IL- 1beta e potencialmente de outras cito- 
cinas, processo que resulta em uma redução da resposta 
pró-inflamatória. 

A glutamina em concentrações similares àquelas ve- 
rificadas no plasma de humanos promove aumento sig- 
nificativo da expressão gênica da HSP72 em células mo- 
nonucleares do sangue periférico após tratamento com 
LPS. Por outro lado, a redução da concentração de gluta- 
mina resulta em redução da expressão da HSP72 em mo- 
nócitos, sendo esse efeito dependente da estabilidade do 
RNAm. A administração pré-operatória de glutamina 
pode modular a expressão de HSP70 por meio da redu- 
ção dos níveis de ativação da proteína ligante do elemen- 
to de resposta ao AMP cíclico (CREB), comumente asso- 
ciada à resposta inflamatória exacerbada. Esse efeito é 
dependente da atividade da NOS-2, com consequente 
aumento da produção de NO.“ Outros estudos corrobo- 
ram esses fatos e compartilham mecanismos semelhan- 
tes, verificando-se também efeitos na expressão de outras 
HSP, como HSP25, HSP27 e HSP90.!4965 


FÍGADO, GLUTAMINA HEPÁTICA E EXPRESSÃO GÊNICA 


Em condições fisiológicas, a glutamina não parece ser 
um substrato energético importante para os hepatócitos. 
Porém, as concentrações plasmáticas de glutamina (500 a 
750 umol/L) são mantidas, em parte e de maneira conside- 
rável, pelo fígado. Desse modo, o fígado participa ativa- 
mente da síntese e/ou degradação de glutamina, e esses 
processos estão diretamente relacionados com a comparti- 
mentalização do metabolismo desse aminoácido no tecido 
hepático, que é dependente da região anatômica referida.” 

O sangue que chega ao fígado pela veia porta inicial- 
mente entra em contato com hepatócitos periportais, os 
quais expressam a enzima GLS e as enzimas do ciclo da 
ureia, que catalisam a hidrólise da glutamina para forma- 
ção de glutamato, amônia e ureia, respectivamente. A 
amônia que escapa dessa região é captada por hepatóci- 
tos perivenosos, que contêm a enzima Gs, a qual realiza a 
síntese de glutamina a partir de amônia e glutamato em 
uma reação dependente de ATP. Essa divisão de trabalho 
permite ao fígado funcionar como um tecido de captação 
ou síntese de glutamina, dependendo da necessidade glo- 
bal do organismo (Figura 7.8).°° 
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Figura 7.8 Ciclo intercelular da glutamina no fígado. Hepatócitos peri- 
portais expressam a glutaminase (GLS) e as enzimas do ciclo da ureia, e 
hepatócitos perivenosos expressam a enzima glutamina sintetase (GS). 
A glutamina é transportada ativamente para o interior do sistema hepá- 
tico via sistema N e a captação de glutamato é mediada, predominan- 
temente, pelo sistema X,,-. Em células periportais, a GLS é ativada pela 
amônia, o que permite que essa enzima controle o fluxo relacionado ao 
ciclo da ureia. A GS também atua como um “sequestrador” de amônia, 
uma vez que converte amônia em glutamina, prevenindo, desse modo, a 
toxicidade da amônia. GLN: glutamina; GLU: glutamato; GS: enzima gluta- 
mina sintetase. Fonte: adaptada de Labow e Souba.” 


Portanto, as enzimas GLS periportal e GS perivenosa 
operam simultaneamente no tecido hepático, resultando 
em um ciclo intercelular, com consumo de glutamina na 
região periportal e síntese desse aminoácido na região pe- 
rivenosa, sendo o saldo destes o fator determinante do flu- 
xo hepático de glutamina.” 

No fígado, a glutamina aumenta a atividade e a ex- 
pressão da enzima arginino-succinato desidrogenase, que 
é uma enzima importante do ciclo da ureia. A glutamina 
influencia a expressão e a atividade da fosfoenolpiruvato 
carboxiquinase (PEPCK), uma enzima regulatória funda- 
mental na neoglicogênese, sendo a glutamina um subs- 
trato nessa via. À baixa concentração desse aminoácido 
(até 5 mM) provoca redução da expressão gênica dessa 
enzima, enquanto 10 mM promovem aumento da expres- 
são gênica da PEPCK em fígado perfundido de ratos.” 


RINS 


A presença da enzima GLS nos rins permite que a glu- 
tamina seja hidrolisada, gerando glutamato e amônia. A 
utilização de glutamina direcionada à produção de amô- 
nia nos rins inicia-se pela captação desse aminoácido por 
transportadores específicos localizados tanto na membra- 
na apical quanto na membrana basolateral das células tu- 
bulares. A maior parte das reações metabólicas da gluta- 
mina nos rins ocorre nas mitocôndrias, uma vez que a 
enzima GLS está localizada no interior dessas organelas.” 
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A captação de glutamina pelos rins e o fluxo para o 
interior mitocondrial de células proximais aumentam em 
situações de acidose metabólica, e esse aumento está asso- 
ciado à grande demanda renal de glutamina para a elimi- 
nação de amônia pela urina. A amônia formada nos rins a 
partir da hidrólise da glutamina escapa das células dos 
túbulos renais por um processo de difusão passiva e se 
une a protons H* formando íons amônio (NH *). A perda 
de íons hidrogênio auxilia na manutenção do balanço 
ácido-base, que pode ser alterado em situações como je- 
jum prolongado e exercício físico intenso e prolongado.” 


CÉLULAS BETA PANCREÁTICAS, GLUTAMINA 
E EXPRESSÃO GÊNICA 


Embora o pâncreas seja uma glândula composta de 
quatro tipos celulares com funções únicas para o orga- 
nismo, as células produtoras de insulina, também cha- 
madas de células beta pancreáticas, apresentam peculia- 
ridades em relação ao metabolismo de aminoácidos, 
sobretudo da glutamina. Células beta podem metaboli- 
zar a glutamina em taxas elevadas. A via do metabolismo 
da glutamina nessas células é glutamina > glutamato > 
alfa-cetoglutarato — oxidação no ciclo de Krebs. 

A secreção de insulina é um processo altamente con- 
trolado e diversos fatores promovem a sua liberação para 
o sistema circulatório. A disponibilidade de nutrientes 
como carboidratos, lipídios e aminoácidos eleva o fluxo 
de substratos para as vias glicolíticas e o ciclo de Krebs, o 
que resulta em geração elevada de ATP por meio da res- 
piração mitocondrial, seguida da fosforilação oxidativa, 
utilizando NADH e FADH2 como doadores de elétrons.“ 
A taxa elevada ATP:ADP induz a despolarização da mem- 
brana plasmática pelo fechamento dos canais de potássio 
sensíveis ao ATP e, posteriormente, a abertura de canais 
de cálcio dependentes de voltagem. O resultando desse 
processo estimula a liberação da insulina a partir das ve- 
sículas contendo o hormônio. 

Sendo consumida em taxas elevadas, a glutamina é 
precursora essencial para a síntese de diversas proteínas, 
purinas e pirimidinas em células beta. O metabolismo da 
glutamina leva à produção de aspartato e glutamato e, 
em combinação com outros aminoácidos, especialmente 
a leucina, induz a secreção de insulina. Isso ocorre por 
meio da ativação da GDH e o glutamato doa seus carbo- 
nos para o ciclo de Krebs. Como já mencionado em ou- 
tras células, a síntese de glutamato a partir da glutamina 
também é essencial para a síntese de compostos antioxi- 
dantes, como a GSH. Por meio do ciclo de enzimas ga- 
ma-glutamil, a síntese de GSH pode aumentar a proteção 
de células beta em situações inflamatórias crônicas, espe- 


cialmente durante a progressão de diabete em associação 
com o excesso de peso. 

Uma vez que a glutamina pode ser transaminada e ser 
convertida em arginina e alanina, sua redução no organis- 
mo tem efeito no metabolismo intermediário. Por sua vez, 
a arginina, por exemplo, é precursora do NO, essencial na 
sinalização de moléculas intracelulares responsáveis pela 
regulação do fluxo sanguíneo, pressão arterial e função de 
células do sistema imune. Em um estudo com indivíduos 
obesos e diabéticos tipo 2, a concentração de metabólitos 
do NO (por exemplo, nitrito e nitrato) apresentou-se re- 
duzida quando comparada a indivíduos não diabéticos.” 
Em modelos animais, tanto na fase do pré-diabete quanto 
no diabete tipo 2 avançado, a concentração de glutamina 
em músculos predominantemente compostos de fibras 
oxidativas apresentava-se reduzida.” 

Concomitantemente à menor disponibilidade de 
glutamina, no diabete melito tipo 2 (DM2) ocorre o de- 
sequilíbrio na homeostasia da glicose, caracterizada por 
hiperglicemia em razão da síntese elevada de glicose he- 
pática, redução da secreção de insulina e resistência à 
ação da insulina em tecidos periféricos. Esses efeitos 
são, em parte, mediados pela ação da leptina, tanto neu- 
rais quanto em tecidos periféricos.” Concentrações ele- 
vadas de glicose no sangue promovem estresse oxidativo 
pelo aumento da síntese mitocondrial de ERO, glicosila- 
ção não enzimática de proteínas e auto-oxidação da gli- 
cose.“»? A concentração elevada de ácidos graxos livres 
verificada em indivíduos com DM2 induz o desacopla- 
mento mitocondrial»? e a beta-oxidacao,’”*”° aumentan- 
do a síntese de ERO.” 

Tanto a hiperglicemia quanto a elevada concentração 
de ácidos graxos livres induzem a ativação de vias de si- 
nalização por proteínas sensíveis a estresse e pró-infla- 
matórias, bem como a disfunção mitocondrial e sistema 
NAD(P)H oxidase, eventos que alteram a secreção e ação 
da insulina, agravando o DM2.»»? A atividade do siste- 
ma NAD(P)H oxidase, por exemplo, está envolvida com 
a secreção de insulina estimulada pela glicose e, aguda- 
mente, é ativada por ácidos graxos, como o palmitato e o 
ácido araquidénico.” É importante ressaltar que o ácido 
araquidônico é considerado um poderoso agente infla- 
matório envolvido com doenças metabólicas, como ate- 
rosclerose, câncer e resistência periférica à insulina. En- 
tretanto, para células beta pancreáticas, efeitos 
inflamatórios desse ácido graxo considerados prejudi- 
ciais à saúde ainda não foram detectados, muito menos 
seus exatos mecanismos de ação.® Apesar disso, quando 
há exposição crônica, como no caso da instalação de obe- 
sidade e dislipidemias, os ácidos graxos podem promover 
efeitos contrários, reduzindo a secreção de insulina esti- 
mulada pela glicose, a partir do desvio do estado redox 


com a elevada síntese de O” e H,O,. Essas ERO são for- 
madas pela exaustiva atividade de enzimas envolvidas no 
sistema NAD(P)H oxidase, como as subunidades das 
NOX, gp91Pe, p47rtox, p67rhox e p4drhex, entre outras.” 
Em longo prazo, a redução da secreção de insulina agrava 
gradativamente o quadro diabetogênico. 

Assim como em outros tipos celulares, a glutamina 
exerce papel essencial na ativação da transcrição de genes 
e reações moleculares capazes de alterar uma variedade 
de funções, que no caso da célula beta envolvem a secre- 
ção de insulina. A Figura 7.9 ilustra parte das reações me- 
tabólicas da associação entre a glutamina e funções endó- 
crinas exercidas por células beta pancreáticas. De fato, a 
glutamina apresenta a capacidade de modular a expres- 
são de genes in vitro nessas células. A adição de 10 mM de 
glutamina, durante 24 horas, em comparação à concen- 
tração de 1 mM desse aminoácido resultou em aumento 
significativo da expressão de 148 genes, enquanto 18 fo- 
ram hipoexpressos, incluindo genes envolvidos com a si- 
nalização celular e regulação da expressão gênica da res- 
posta secretória de insulina.” Além disso, a glutamina 
aumenta a atividade da calcineurina — fosfatase cál- 
cio-dependente — e do fator de transcrição PDX1, o qual 
é essencial para a regulação transcricional do gene da in- 
sulina. De forma isolada, porém, é importante salientar 
que a glutamina não resulta em significativo aumento da 
secreção de insulina per se, quando comparada a outros 
aminoácidos ou substratos (p. ex., glicose). Por outro la- 
do, a redução de sua disponibilidade compromete a ativa- 
ção de fatores de transcrição, o que inclui o PDX1, resul- 
tando em menor síntese e liberação de insulina.” 

Nesse contexto, é fato que a pandemia de obesidade 
e problemas associados, especialmente o DM2, são cres- 
centes em todo o mundo.” De acordo com dados atuais 
da Organização Mundial da Saúde (OMS) e da Federa- 
ção Internacional de Diabetes, mais de 336 milhões de 
pessoas apresentam quadro de DM? em todo o mundo 
e, para 2030, estima-se que mais de 550 milhões de pes- 
soas desenvolvam a doença.” Os maus hábitos alimenta- 
res, a urbanização, a predisposição genética, o envelheci- 
mento e o sedentarismo contribuem para que as 
estimativas sejam tão elevadas.*****> Diversas são as alte- 
rações ocorridas no DM2, essencialmente relacionadas 
às concentrações de glicose e lipídios, bem como suas 
vias metabólicas envolvidas. Entretanto, pouco se co- 
nhece sobre as alterações nas concentrações de aminoá- 
cidos, metabolismo e eventuais efeitos de suplementa- 
ção in vivo.” Estudos mostram que a concentração 
plasmática da glutamina em pacientes com diagnóstico 
de DM2 apresenta-se significativamente reduzida (+ 
20%) quando comparada a indivíduos saudáveis. Além 
da glutamina, aminoácidos relacionados ao metabolis- 
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mo intermediário, como a arginina, também apresen- 
tam baixa concentração no plasma de indivíduos com 
DM2, 771,86 

A menor disponibilidade de glutamina compromete 
o sistema antioxidante mediado pela GSH, fato que cul- 
mina no processo de estresse oxidativo” e desvio do esta- 
do redox intracelular. Isso se dá pela razão entre as con- 
centrações intracelulares de dissulfeto de glutationa 
(GSSG) e GSH (relação [GSSG]/[GSH]), no sentido da 
redução de GSH e aumento das quantidades de GS- 
SG.'**58 O estresse oxidativo celular promove a ativação 
de vias de sinalização comumente associadas ao NF-kB, o 
qual é ativado por uma série de fosforilações em proteí- 
nas da família MAPK, incluindo a JNK e a p38, que, 
quando fosforiladas tanto em resíduos de treonina quan- 
to de serina, ativam o NF-kB. O NF-KB é um fator de 
transcrição nuclear que está em sua forma inativa no ci- 
tossol, associado à proteína inibitória IkB. Quando de- 
sassociado de seu inibidor, o NF-KB torna-se ativo e pode 
se translocar para o núcleo da célula, onde se liga à região 
regulatória de vários genes que codificam proteínas en- 
volvidas com a inflamação e apoptose. A atividade au- 
mentada do NF-kB está frequentemente associada a 
doenças, as quais incluem artrite reumatoide, escleroder- 
mas, caquexia, sepse, câncer e DM2.º Cabe salientar que 
pacientes portadores de diabete têm elevada suscetibili- 
dade de complicações infecciosas.” 

Outro mecanismo que tem chamado a atenção se re- 
fere ao papel da glutamina como moduladora de proteí- 
nas chaperonas, incluindo as HSP, e sua participação na 
secreção de insulina. Esse mecanismo ainda não está to- 
talmente elucidado; contudo, a ativação de uma série de 
proteínas e mecanismos moleculares parece ser sensível à 
glutamina, especialmente a via que envolve as hexosami- 
nas (HBP). A via das HBP é responsável pela conversão 
de frutose-6-fosfato em glicosamina-6-fosfato, por meio 
da ação da enzima glutamina frutose-6-fosfato amido- 
transferase (GFAT). O produto final mais abundante des- 
sa reação é a UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc), a 
qual, em conjunto com outros aminoaçúcares advindos 
da mesma via, é essencial para glicólise e síntese de pro- 
teínas e lipídios. 

Proteínas da família das SIRT, especialmente a SIRT1, 
são conhecidas como sensores nutricionais e podem ser 
ativadas pela via das HBP, a qual modula a expressão do 
antígeno R humano (HUR), o qual, por sua vez, promove 
a estabilidade de RNAm, o que inclui a própria SIRT1 e 
sua expressão gênica. Por sua vez, a SIRT1 promove o au- 
mento da expressão do HSF1, o qual se liga aos elementos 
de choque térmico no núcleo celular e estimula a expres- 
são de HSP (Figura 7.9).*2º! Este mecanismo pode ser 
particularmente importante para a secreção de insulina e 
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Figura 7.9 Secreção de insulina induzida por nutrientes e especial participação dos aminoácidos. Em indivíduos saudáveis, células beta respondem 
à presença de nutrientes secretando insulina para o sistema circulatório. Esse processo envolve a ativação da glicólise, bem como disponibilidade 
de energia, dada pela taxa de ATP (adenosina trifosfato)/ADP (adenosina difosfato) e de uma cascata de proteínas intracelulares, especialmente 
ligadas à adenosina monofosfato quinase (AMPK). Entretanto, aminoácidos, especialmente a leucina, são importantes estimulantes de síntese e 
secreção de insulina por meio da ativação do complexo do alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR). Esse sistema não funciona apropriadamente 
sem a participação da glutamina, que, por sua vez, possui papel central na síntese de proteínas de choque térmico (HSP), por meio da ativação de 
SIRT1 e HSF1, importantes para proteção e regulação de células beta, especialmente em situações de inflamação crônica, o que inclui o diabetes. 
1,3bisPG: 1,3-bifosfatogliceraldeído; alfa-KG: alfacetoglutarato; ALA: alanina; ARG: arginina; G3P: gliceraldeido 3-fosfato; G6P: glicose 6-fosfato; 
GDH: glutamato desidrogenase; GLU: glutamato; GLUT 1-2: transportador de glicose 1 ou 2; GLN: glutamina; HSF1: fator de choque térmico 1; HSEs: 
elemento de ligação do HSF1 ao DNA; LEU: leucina; OAA: oxaloacetato; PC: piruvato carboxilase; PDX-1: fator 1 do promotor da insulina; PEP: fosfoe- 
nolpiruvato; PDH: piruvato desidrogenase; S6K1: proteína quinase S6 beta-1 ribossomal; SIRT1: sirtuína-1 deacetilase NAD-dependente. 


proteção de células beta, uma vez que menor expressão 
de HSP70 pode ser observada em condições de obesidade 
associada a diabete, tendo como principais efeitos hiper- 
glicemia, hiperinsulinemia e menor sensibilidade à insu- 
lina.” Além disso, a estabilidade do eixo SIRT1/HUR 
promovida pela glutamina também contribui para um 
menor estresse do retículo endoplasmático, essencial pa- 
ra a conversão da proinsulina em insulina. A inflamação 
crônica na condição da obesidade promove a instabilida- 
de do retículo endoplasmático por meio do acúmulo de 
proteínas no sistema de desdobramento (UPR). Esse efei- 
to leva ao aumento da expressão da proteína homóloga 


CCAAT-potenciadora de ligação (CHOP) e citocromo c 
oxidase IV (COX IV). Em pacientes com diabete, espe- 
cialmente DM2, todos esses sistemas apresentam-se em 
desequilíbrio, o que, em curto prazo, influencia a secre- 
ção de insulina e seu potencial. Contudo, ao longo do 
tempo, a evolução da doença e da inflamação pode cau- 
sar a morte de células beta, agravando a doença. 
Recentemente, verificou-se que a glutamina pode 
manter a concentração de SIRT1 e reduzir a expressão de 
CHOP, o que leva à hipótese de que um menor estresse 
de retículo endoplasmático pode ser uma tentativa de 
restaurar a produção de insulina.“ De fato, os níveis de 


secreção de insulina são restaurados mesmo em condi- 
ções de elevado processo inflamatório extracelular. Ape- 
sar disso, mais estudos, especialmente in vivo, são neces- 
sários a fim de detectar se a terapia com glutamina pode 
ser benéfica em retardar a progressão das complicações 
promovidas pela instalação do diabete. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Nos últimos 30 anos, importantes pesquisas elucida- 
ram as diversas funções e propriedades únicas do ami- 
noácido mais abundante do organismo, a glutamina. Por 
conseguinte, identificou-se o impacto de sua deficiência 
em praticamente todos os tecidos, bem como sua intrín- 
seca relação com o aumento da mortalidade, sobretudo 
em pacientes gravemente enfermos. A evolução dos estu- 
dos envolvendo nutrição e biologia molecular permitiu 
evidenciar que um grande número de vias de sinalização 
e genes é influenciado e regulado pela disponibilidade de 
glutamina no organismo, incluindo os genes responsá- 
veis pela sua própria síntese e degradação. Mesmo diver- 
sas alternativas de suplementação, que não incluem a 
glutamina per se, dependem, de alguma forma, da con- 
centração intracelular desse aminoácido. Claramente, a 
glutamina é um substrato metabólico importante, po- 
dendo modular a expressão de genes relacionados à mor- 
te e à defesa celular. Os mecanismos potenciais de ação 
mais estudados atualmente incluem a melhora do estado 
redox, por meio do sistema antioxidante, e a expressão 
das proteínas de choque térmico. Apesar disso, um longo 
caminho ainda deve ser percorrido, com ênfase em as- 
pectos relacionados à posologia mais adequada às dife- 
rentes situações catabólicas, sejam essas agudas, crônicas 
ou ligadas ao exercício físico. Além disso, faz-se necessá- 
rio o estudo de mecanismos em âmbito molecular, in- 
cluindo eventos pós-transcrição, e diferentes vias 
pós-tradução envolvidas com a regulação e a defesa celu- 
lar, fato que pode revelar novos alvos moleculares para 
futuras intervenções terapêuticas por meio da adminis- 
tração de glutamina. 
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INTRODUÇÃO 


A leucina é um dos nove aminoácidos essenciais 
(AAE), ou seja, ela não é produzida pelo corpo huma- 
no e deve ser obtida por meio de fontes alimentares. 
Suas concentrações livres nos compartimentos plasmá- 
ticos, hepáticos e musculares são da ordem de 110, 300 
e 240 pmol/L, respectivamente. A leucina é um ami- 
noácido de cadeia ramificada (ACR), e ganha destaque 
por ser um nutriente importante, capaz de aumentar a 
sinalização do complexo 1 da proteína alvo da rapami- 
cina em mamíferos (mTORC1) em muitos tecidos 
(músculo esquelético, tecido adiposo, fígado, ilhotas 
pancreáticas e hipotálamo) e a secreção de insulina nas 
células beta pancreáticas. Além disso, a leucina é capaz 
de regular a saciedade, o gasto energético (peso corpo- 
ral) e a homeostase glicêmica por meio de mecanismos 
centrais e periféricos." 

Entre os ACR, a leucina em particular é o ativador 
mais potente da síntese proteica e inibidor da proteólise, 
capaz de estimular um fenótipo anabólico às fibras mus- 
culares. Esse aminoácido desempenha papel significativo 
no ganho e na manutenção da massa muscular e é consi- 
derado um fármaco-nutriente com ações diretas nos te- 
cidos periféricos. Os ACR respondem aproximadamente 
20% do consumo proteico, ao passo que representam 
aproximadamente um terço da proteína muscular.” 

Portanto, a leucina parece ser capaz de desempenhar 
os efeitos mais importantes na regulação do turnover 
proteico em comparação aos demais aminoácidos. Exis- 
tem ainda fortes evidências de que a leucina reprima a 
degradação proteossomal e aumente a sinalização da via 
do mTORCI, induzindo a promoção do crescimento ce- 
lular.*? 


Apesar da existência de inúmeros trabalhos descre- 
vendo o aumento da atividade do mTORC1 mediada por 
fatores de crescimento, o mecanismo celular que sustenta 
a maior ativação do mTORC1 mediada por leucina per- 
manece indefinido. Ainda não está claro como as células 
são sensíveis a esse aminoácido e como esse sinal é trans- 
duzido para o mTORCI. No entanto, apesar das poucas 
evidências, este capítulo abordará o efeito importante 
desempenhado por esse aminoácido na sinalização do 
mTORCI. 


REGULAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES INTRACELULARES 
DE AMINOACIDOS 


As concentrações intracelulares de aminoácidos são 
determinadas pelo equilíbrio entre ingestão, absorção, 
reabsorção e utilização celular. Para manter as reservas 
intracelulares de aminoácidos, os mecanismos depen- 
dentes e independentes de mTORCI são estimulados a 
suprimir a síntese de proteínas.!º!! 

A recuperação dos estoques intracelulares de aminoá- 
cidos pode ser demonstrada em nível celular, no qual 
agentes que inibem a síntese de proteínas favorecem esse 
processo. Por exemplo, quando a etapa de elongação (du- 
rante a tradução) é bloqueada por meio da administração 
de cicloeximida (uma toxina produzida por bactérias que 
interfere de maneira reversível na translocação ribossômi- 
ca), as reservas de aminoácidos intracelulares são rapida- 
mente aumentadas. O aumento nas reservas de aminoáci- 
dos durante o tratamento com cicloeximida resulta em 
potente ativação do mTORCI, apesar da ausência de su- 
primento externo de aminoácidos ou de fatores de cresci- 
mento.” É notável que o tratamento com cicloeximida 
também suprime a expressão do repressor (REDD1) do 


mTORCI, contribuindo, nesse contexto, para a ativação 
do complexo.!º 


CAPTAÇÃO CELULAR E TRANSPORTADORES 
DE AMINOACIDOS 


Transportadores de aminoácidos na membrana 
plasmática 


As células musculares, em especial, exigem oferta 
abundante de aminoácidos para maximizar o crescimen- 
to muscular. A homeostase intracelular de aminoácidos é 
mantida pelo fornecimento externo (isto é, a ingestão de 
aminoácidos via alimentação ou suplementação) e pela 
taxa de captação de aminoácidos a partir do sangue. A 
captação de aminoácidos é tipicamente associada com 
cotransporte de íons, como Na* (também K* ou Cl). O 
transporte de Na* e K* é descrito como sendo dependen- 
te de energia, por meio da bomba Na*/K*-AT'Pase, locali- 
zada na membrana plasmática que mantém o gradiente 
desses ions (Figura 8.1).? Existem muitos sistemas de 
transporte que regulam o fornecimento de aminoácidos. 
Os principais sistemas de sinalização que influenciam o 
mTORCI são os sistemas de transporte L e A. 


Sistema de 


Bomba Nat/K* Sistema de | 


Figura 8.1 Sistema de captação de leucina intracelular. ATP: adeno- 
sina trifosfato, Gln: glutamina; K*: potássio; LAT1: transportador 1 de 
aminoácidos do tipo L; Leu: leucina; Na*: sódio; SNAT2: transportador 
2 de aminoácidos neutro ligado ao Na*. Fonte: Souba e Pacitti."° 


Os transportadores do tipo L são permutadores de 
aminoácidos que funcionam principalmente para im- 
portar os ACR em troca de outros aminoácidos intrace- 
lulares. O transportador 1 de aminoácidos do tipo L 
(LAT1) é ligado à glicoproteína CD98, bem como o 
transportador 2 de aminoácidos neutros é ligado ao Na* 
(SNAT2), e ambos têm aumento da expressão e da corre- 
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lação com a atividade de mTORC1.'*" Apesar da presen- 
ça de alguns transportadores diferentes para a glutamina, 
o SNAT2 regula as concentrações desse aminoácido pre- 
dominantemente no músculo esquelético, onde ela é 
encontrada em abundância.” O SNAT2 tem como fun- 
ção mediar a captação de pequenos aminoácidos neu- 
tros, especificamente a glutamina. Sobre as funções des- 
ses transportadores, pode-se destacar que o LAT1 
exporta a glutamina em troca da importação de leucina. 
Já o SNAT2 mantém as concentrações intracelulares de 
glutamina, as quais, por sua vez, são redirecionadas ao 
trocador de aminoácidos LAT1/CD98 e promovem a 
captação de leucina.? 

Quando a expressão de SNAT2 em células muscula- 
res foi silenciada, observou-se redução significativa das 
concentrações intracelulares de leucina e de glutamina, 
indicando a dependência da importação de glutamina 
por SNAT2:! Como consequência, o knockdown de 
SNAT2 também foi seguido de significativa repressão na 
sinalização do mTORCI. De forma semelhante ao que 
acontece com o SNAT2, foi demonstrado em células He- 
La que o SLC1A5 — um transportador de aminoácidos 
neutros de alta afinidade abundantemente expresso nes- 
sas células —, além de atuar em conjunto com o permuta- 
dor de aminoácidos LAT1/CD98, é necessário para a ati- 
vidade de mTORCI quando estimulado com leucina. 
Nesse estudo, o knockdown do sistema ASC (SLC1A5) ou 
LAT1/CD98 (SLC7A5/SLC3A2) também foi suficiente 
para suprimir o mTORCI e ativar a autofagia por meio 
da redução da captação de glutamina.” 

Assim como o transporte celular de aminoácidos, 
evidências recentes indicam que alguns transportadores 
podem também estar envolvidos na transdução de sinal, 
agindo como verdadeiros receptores de membrana celu- 
lar, conhecidos como transceptores. O SNAT2 pode ter 
funções adicionais como transceptor, visto que seu 
knockdown causa repressão da sinalização da insulina 
por meio da fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K). Para 
analisar melhor essa função do SNAT2 na transdução de 
sinal, pesquisadores o saturaram com um substrato sin- 
tético — o metil-amino-isobutirato (MeAIB). O trata- 
mento aumentou a atividade de PI3K/AKT, apesar de 
reduzir o transporte intracelular de aminoácidos. Isso 
indica que o SNAT2, quando ativo, pode favorecer a 
transdução de sinal de PI3K, independentemente da sua 
capacidade de transporte de aminoácidos, e pode ativar 
o mTORCI por meio de alterações no pool intracelular 
de aminoácidos. Essa evidência sugere que a função do 
SNAT2 vai além do transporte de aminoácidos, incluin- 
do a retransmissão de sinais provenientes desses nu- 
trientes para o mTORCI.?! 
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Sensores de aminoácidos citosólicos 


O aumento das concentrações intracelulares de ami- 
noácidos promove a translocação do mTORCI via Rag 
do citosol para a superfície lisossômica (Figura 8.2). Os 
aminoácidos neutros e grandes (p. ex., leucina, isoleuci- 
na, valina, fenilalanina e triptofano), juntamente com a 
glutamina e a arginina, são estimulantes chave da ativa- 
ção do mTORCI. A leucina é particularmente o mais po- 
tente e o mais utilizado como exemplo para descrever a 
ativação do mTORCI dependente de aminoácidos.” Vá- 
rios sensores de aminoácidos citosólicos têm sido inferi- 
dos como verdadeiros ativadores de mTORC1,™” alguns 
dos quais são capazes de ligar-se diretamente a aminoáci- 
dos (p. ex., a leucina), como o sensor leucil-tRNA sinteta- 
se (LRS), a glutamato desidrogenase (GDH) e as UBR1-2 
(ubiquitinas ligases E3 que reconhecem a identidade de 
resíduos N-terminais e contribuem para a seletiva deses- 
tabilização de proteínas-alvo, de acordo com os resíduos 
N-terminais). Quando se liga à leucina, a LRS atua como 
uma proteína de ativação de GTPase (GAP) para hetero- 
dímeros RagD e ajuda a ancorar as proteínas Rag na 
membrana lisossômica.? Existem algumas evidências de 
que a glutamina e a leucina podem estimular, de modo 
distinto, a ativação completa do mTORC1;*? além dis- 
so, a privação de glutamina pode reduzir a atividade do 
mTORCI1 sem diminuir a concentração de leucina intra- 
celular.” A leucina também pode ativar a enzima GDH, 
estimulando a glutaminólise e a formação de alfa-ceto- 
glutarato, que, por meio da ação da hidroxilase prolil, 
pode promover a formação de GTP RagB e o recruta- 
mento do mTORCI para o lisossomo.?” 


SINALIZAÇÃO DO mTORC1 PELA LEUCINA 


Regulação upstream 


As células corporais precisam integrar informações a 
partir do ambiente para garantir que apenas cresçam 
quando as condições forem favoráveis. O mTOR é uma 
proteína quinase Ser/Thr altamente conservada, que é 
considerada um sensor chave de estímulos ambientais, 
incluindo a biodisponibilidade de fatores de crescimento 
e nutrientes, bem como de estresse. Em condições de far- 
tura de nutrientes, o mTOR promove o crescimento ce- 
lular, estimulando a síntese proteica e inibindo o catabo- 
lismo celular, por exemplo, por meio da repressão da via 
de autofagia. Portanto, a compreensão de como os dife- 
rentes estímulos são detectados e como eles sinalizam 
para o mTOR é parte integrante da elucidação de como a 
célula ou o organismo cresce. 
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Figura 8.2 Ativação de sensores Rag no citosol. 


O mTOR é parte de um complexo conhecido como 
mTORCI1, compreendendo: 


E Proteína do mTOR associada ao domínio regulató- 
rio (RAPTOR), que ajuda no reconhecimento do substrato. 

m Substrato da AKT rico em prolina de 40kDa 
(PRAS40; também conhecido como AKT1S1) e proteína 
contendo domínio DEP, que interage com o mTOR, am- 
bos reguladores negativos do mTORCI. 

m Mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mLST8, 
também conhecida como GBL), que regula positivamen- 
te o mTORCI. 


São conhecidos alguns estímulos ativadores de mTO- 
RC1, como fatores de crescimento e sinais oriundos do 
complexo esclerosa-tuberosa (TSC, compreendendo o 
TSC1 e o TSC2) (Figura 8.3). A TSC é uma proteína que 
regula negativamente o mTORCI, por promover a hi- 
drólise de RHEB-GTP, convertendo a RHEB em seu esta- 
do inativo ligada ao GDP. Como resposta, a inibição da 
TSC por fatores de crescimento dá origem a RHEB ligada 
ao GTP, que é um ativador potente da atividade de qui- 
nase do mTORC1.**” O mTORCI é inibido direta e indi- 
retamente por meio da fosforilação de RAPTOR e TSC2, 
respectivamente, e pela proteína quinase ativada pelo 
AMP (AMPK), em resposta ao baixo status energético ce- 
lular.*°*! 
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Figura 8.3 Via de sinalização do mTORC1. 


Ao contrário dos outros estímulos, os aminoácidos 
não realizam seus efeitos na via TSC-RHEB. Também 
não está claro como a presença ou a ausência de leucina 
dentro da célula é capaz de modular a atividade do 
mTORCI. Parece que os aminoácidos são os sinais mais 
importantes para a ativação do mTORCI, haja vista que 
os fatores de crescimento não podem ativar eficiente- 
mente o mTORCI quando as concentrações de aminoá- 
cidos são limitadas.*?** Embora a leucina,*>* a glutami- 
na e a arginina?227:437 sejam consideradas ativadoras de 
m'TORCI, atualmente é incerto como as células corpo- 
rais são sensíveis a aminoácidos específicos, capazes de 
ativar o mTORCI. Além disso, permanece incerto como 
os aminoácidos são primeiramente detectados, embora 
alguns estudos mostrem que componentes presentes na 
superfície do lisossomo funcionam como verdadeiros 
sensores de aminoácidos. 


Sensor de aminoácidos nos lisossomos 


O RHEB é necessário para ativação do mTORCI por 
todos os estímulos, incluindo aminoácidos. No entanto, 
verifica-se que fibroblastos embrionários de camundon- 
go (MEF) sem TSC2 ainda são sensíveis ao estímulo de 
aminoácidos, indicando que outros componentes, que 
não são parte da via TSC-RHEB, provavelmente estejam 
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envolvidos nesse processo (Figura 8.3). A descoberta 
de pequenos Rag GTPase em células de mamíferos, que 
apresentam quatro Rag (RagA a RagD), foi considerada 
um avanço importante na compreensão de como os ami- 
noácidos sinalizam o mTORCI1." A Rag GTPase perten- 
ce a uma superfamília de Ras que, ao sofrer dimerização, 
é considerada um importante ativador de mTORC1.!"?2 

Como em outras pequenas GTPases, o estado de ati- 
vação das Rag GTPases é refletido pelo seu estado de nu- 
cleotídeo guanina, sendo esta regulada por leucina. Espe- 
cificamente, a presença de leucina promove a formação 
de um complexo ativo de configuração do tipo RagA/ 
BGTP-RagC/D-GDP. Na ausência desse aminoácido, 
um complexo inativo RagA/B'GDP-RagC/D*GTP é for- 
mado (ver Figura 8.2). 

Sob condições suficientes de leucina, o complexo ati- 
vo RagA/BºGTP-RagC/D-GDP tem mostrado ligar-se di- 
retamente ao RAPTOR, que é componente do mTORCI 
e, em seguida, o mTORCI é redistribuído para o lisosso- 
mo. Curiosamente, o mTORCI encontra-se disperso no 
citoplasma sob condições de escassez de leucina, mas é 
redistribuído para vesículas contendo proteína 2 de mem- 
brana associada ao lisossomo (LAMP2) e RAB7 (que são 
marcadores de lisossomos e endossomos tardios, respecti- 
vamente), em resposta ao estímulo com leucina.”>*º Essas 
evidências sugerem que as Rag GTPases apresentam efei- 
to importante na transdução de sinais de aminoácidos 
para o mTORCI. Além dessas evidências, existe outra 
possibilidade de ativação do mTORCI, que é por meio de 
sua realocação para o lisossomo, em resposta à presença 
de leucina, mesmo quando as Rag GTPases estão ausen- 
tes.’ Essa realocação tem sido proposta para promover 
a interação de mTORC1 com RHEB, o qual será direcio- 
nado e ancorado ao lisossomo pelo seu C-terminal com 
motivo CaminoácidosX,2*º levando à ativação do 
mTORCI1 por um mecanismo desconhecido. No entanto, 
essa evidência tem sido bastante questionada por motivos 
metodológicos, sugerindo que a resposta seja motivada 
por um processo evolutivo em organismos no qual existe 
a sinalização por fatores de crescimento, em razão da no- 
tória regulação do mTORCI por RHEB (Figura 8.3). 

O estado de ligação dos nucleotídeos das Rag é cru- 
cial para a ativação do mTORCI. A condição de escassez 
de leucina, acompanhada da superativação de RagA/ 
B-GTP, é suficientemente capaz de ativar o mTORCI, 
indicando que o estado de ligação dos nucleotídeos em 
RagA/B, em vez de RagC/D, regula principalmente a ati- 
vação de mTORC1.*® No entanto, a coexpressão de 
RagC/D aumenta esses efeitos, em parte porque a 
RagC/D estabiliza a RagA/B. Além disso, quando o 
complexo RagA/BºGDP-RagC/D*GTP encontra-se ina- 
tivado, ele não responde na presença de leucina, redu- 
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zindo, desse modo, a atividade do mTORC1, mesmo 
sob quantidades suficientes desse aminoácido.'»*2 Essas 
evidências revelam que a presença de leucina controla o 
recrutamento do mTORCI para o lisossomo e, assim, 
sua ativação. Esse mecanismo sugere um modelo pelo 
qual o mTORCI é sensível a múltiplos estímulos no li- 
sossomo, como aminoácidos, via Rag GTPases, e fatores 
de crescimento, via RHEB; aminoácidos e fatores de 
crescimento parecem convergir no lisossomo, a fim de 
ativar o mTORCI. 

Essa interação resulta na translocação do mTORCI 
do citoplasma para a superfície do lisossomo, onde as 
Rag GTPases encaixam-se em um complexo multissubu- 
nidade chamado ragulator.*” Semelhantemente à GTPa- 
se, o ragulator é essencial para a ativação do mTORC1 
por aminoácidos (leucina). 

Algumas dúvidas persistem sobre a ativação do 
mTORCI, principalmente em relação ao mecanismo pe- 
lo qual ele é ativado somente quando chega à superfície 
do lisossomo. Atualmente, o que se sabe é que, na super- 
fície lisossômica, o mTORCI pode ligar-se e tornar-se 
ativado por RHEB, que é encontrado em todo o sistema 
conhecido como endomembrana. Assim, Rag e RHEB 
GTPases são parte do complexo molecular: o RHEB as- 
sociado ao GTP apenas interage com o mTORC1 quan- 
do o mecanismo sensível à leucina Rag-ragulator leva-o 
à superfície lisossômica, assegurando que a ativação do 
m'TORCI ocorra apenas se os aminoácidos (leucina) es- 
tiverem biodisponíveis, independentemente da presença 
de outros sinais positivos, como o fator de crescimento.” 

A Rag GTPase e o ragulator localizam-se na superfi- 
cie do lisossomo, mas não em outras endomembranas, 
onde o RHEB também ocorre, sugerindo papel impor- 
tante para essa organela: o de sensor de aminoácidos via 
m'TORCI1. Um trabalho recente propôs modelo de trans- 
porte do sensor de aminoácidos em que estes se acumu- 
lam no lúmen do lisossomo e iniciam a sinalização por 
meio de um mecanismo dependente do H*-adenosina 
trifosfato ATPase vacuolar (v-ATPase).”” A depleção de 
subtipos de v-ATPase bloqueia a sinalização do mTORC1 


para a superfície lisossômica e a transdução desse sinal, 
quando ativado por leucina. O v-ATPase interage dire- 
tamente com o ragulator, proporcionando ligação física 
entre a v-ATPase e a Rag GTPase na superfície do lisos- 
somo (Figura 8.4). A atividade ATPase da v-ATPase pa- 
rece ser essencial para retransmitir o sinal de aminoáci- 
dos a partir do lúmen do lisossomo para a Rag GTPase 
e o ragulator; porém, a maneira exata como a v-ATPase 
realiza essas funções ainda permanece incerta. Curiosa- 
mente, a via mTORCI regula a expressão de v-ATPase, 
sugerindo que existe um ciclo de feedback entre 
mTORCI e a função lisossômica.“4-* 

Além da v-ATPase, a proteína transportadora de ami- 
noácidos ligada ao H* (SLC36A1, também conhecida co- 
mo PAT1) encontra-se ancorada ao lisossomo, sendo co- 
nhecida como nutrisoma; ambas apresentam funções 
sensoriais para detecção das concentrações de aminoáci- 
dos intralisossômicos capazes de ativar o mTORC1.242247 
A SLC36A1 está localizada tanto na membrana plasmática 
quanto no endossomo*’ e é responsável pelo efluxo de- 
pendente de H* de aminoácidos do lúmen lisossômico 
para o citosol. O SLC36A1 parece ser necessário para a ati- 
vação do mTOR quando estimulado por aminoácidos,” 
mas também exerce efeito negativo sob a sinalização lisos- 
sômica do mTORC1 quando superexpresso.” O efluxo/ 
influxo e/ou acúmulo de aminoácidos no lúmen lisossô- 
mico é detectado, de alguma forma, pelos nutrisomas,” 
causando a ativação do GEF (fator trocador de guanina), 
funcionando como um verdadeiro complexo ragulator, o 
qual, por sua vez, promove a mudança para GTP do 
RagA/B, que é necessária para o acoplamento do mTORCI. 

Ao longo dos anos, outras proteínas têm apresenta- 
do papel de destaque como sensores de aminoácidos 
por mTORCI, incluindo a proteína quinase ativada 
por mitógeno (MAP4k3),*' a proteína humana vacuo- 
lar de ordenação 34 (hVPS34)* e a monoquinase poli- 
fosfato inositol (IPMK).” No entanto, desconhece-se 
como essas moléculas se conectam ao sistema Rag-ra- 
gulator. A MAP4k3 encontra-se upstream das Rag GT- 
Pases, mas sua interação ainda não é clara.” 
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Figura 8.4 Ativação do mTORC1 no lisossomo. 


Regulação downstream do mTORC1 


A síntese proteica é o principal processo controlado 
pelo mTORCI. Ele fosforila diretamente a quinase 1 S6 
(S6K1) e a proteína ligadora 1 do fator de iniciação euca- 
riótico 4E (4E-BP1); S6K1 e 4E-BP1, por sua vez, regulam 
a iniciação da tradução de RNAm, controlando assim a 
taxa de síntese proteica (Figura 8.5).º A 4E-BP1 suprime 
a tradução do RNAm quando não fosforilado; no entan- 
to, quando fosforilada pelo mTORCI, essa proteína dis- 
socia-se do fator de iniciação eucariótico 4E (eIF4E), per- 
mitindo que este participe da formação do complexo 
eIF4F, que é necessário para a iniciar a tradução depen- 
dente de cap na subunidade 5’ do RNAm. A ativação da 
S6K1 favorece a biogênese de RNAm, bem como a inicia- 
ção e a elongação da tradução (Figura 8.5). A S6K1 é res- 
ponsável por controlar a tradução de uma subclasse de 
RNAm caracterizada por oligopirimidina 5’ terminal (5 
TOP) e que codifica a maioria dos componentes protei- 
cos da maquinaria de tradução. Apesar do próprio 
mTORCI1 ser fundamental para o controle da tradução 
de RNAm 5’ TOP, a S6K1 e sua proteína ribossômica de 
substrato S6 não são necessárias para esse processo;* no 
entanto, permanece desconhecido como o mTORCI 
controla a tradução desse RNAm. 


EFEITOS DA LEUCINA SOBRE A SAÚDE METABÓLICA 


Os resultados de diversos estudos têm sugerido au- 
mento crescente nos valores de ingestão de ACR (princi- 
palmente de leucina), o que pode estar relacionado a efei- 
tos positivos sobre parâmetros associados a obesidade e 
diabete melito tipo 2 (DM2), como composição corpo- 
ral, glicemia e saciedade. Efeitos diretos e indiretos dessas 
respostas positivas vêm sendo propostos.” Por exem- 
plo, a leucina parece ter efeitos diretos sobre os processos 
hipotalâmicos e no tronco cerebral envolvidos na sacie- 
dade.>**76 

No trato gastrintestinal e nos depósitos de gordura, 
a leucina regula a liberação de hormônios (leptina, gre- 
lina e peptídeo semelhante ao glucagon 1) que podem 
potencialmente afetar a ingestão de alimentos e as con- 
centrações de glicose." A insulina e a leucina são 
sinais anabólicos que alteram o crescimento de tecidos 
que participam do turnover energético, efeito depen- 
dente da maior atividade do mTORC1,>*?” e tem sido 
postulado que a síntese proteica muscular seja a base da 
maior termogênese induzida pela alimentação, que se 
encontra associada ao consumo de proteína e ou leuci- 
na.*°8! Além disso, sabe-se que a ingestão de ACR resul- 
ta em benefícios à saúde, principalmente em indivíduos 
com problemas hepáticos.*”** No entanto, a ideia de que 
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Figura 8.5 Papel do mTORC1 na síntese de proteínas. 


esses aminoácidos, ou sua suplementação, podem ter 
papel positivo na redução do risco de doenças metabó- 
licas é controversa. Alguns estudos indicam que as altas 
concentrações de ACR estão associadas à má saúde me- 
tabólica. Tendo em vista os estudos citados, sugerindo 
benefícios à saúde a partir do aumento da ingestão de 
ACR, esse comportamento pode parecer paradoxal, haja 
vista que as concentrações de ACR tendem a ser maio- 
res, e não reduzidas, na obesidade, na resistência à insu- 
lina e no DM2.º*” Tais aumentos são consistentemente 
observados em pacientes com DM? ou com obesidade e 
em alguns modelos de obesidade ou DM2 em roedo- 
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O cérebro e sua regulação do equilíbrio energético: 
efeitos da leucina sobre o mTOR 


O hipotálamo é uma região importante do cérebro, 
que integra sinais de nutrientes (glicose, aminoácidos e 
lipídios) e hormônios (como leptina e insulina) e que 
controla o equilíbrio energético. Em particular, o nú- 
cleo arqueado (ARC) do hipotálamo é a principal região 
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responsável por esse controle. O mTORCI encontra-se 
ativado no ARC durante a administração intracerebro- 
ventricular de leucina ou de leptina em ratos.” Alguns 
estudos indicam que mTORCI reduz a ingestão de ali- 
mentos, pelo menos, por meio da redução da expressão 
do neuropeptídeo orexígeno Y (NPY) e do peptídeo re- 
lacionado ao agouti (AgRP), no hipotálamo, por meio 
de um mecanismo que envolve S6K1.2*% Em conjunto, 
esses resultados destacam a importância do eixo de si- 
nalização mTORCI no hipotálamo, com a regulação 
central do equilíbrio energético modulada por leucina e 
hormônios. Por outro lado, outros estudos indicam que 
a suplementação com leucina piora a adiposidade de 
ratos previamente expostos a rações hiperlipídicas, 
possivelmente por afetar circuitos hipotalâmicos envol- 
vidos na regulação do equilíbrio energético, pela maior 
expressão de hormônio concentrador de melanina 
(MCH) e de NPY. Do ponto de vista terapêutico, a ex- 
trapolação desses resultados indica que indivíduos obe- 
sos podem não se beneficiar dos efeitos da suplementa- 
ção de leucina, embora mais estudos em humanos 
ainda sejam necessários para testar essa hipótese.“ 
Contrariamente aos experimentos de Cota et al.;” que 
administraram leucina intracerebroventricular, Zam- 
pieri et al.” diluíram leucina na água de beber em seus 
experimentos. Os autores concluíram que a leucina po- 
de ser detectada pelo cérebro, por ativar a proteína 
p70S6K. Sugeriram também que a área postrema no hi- 
potálamo é uma suposta área envolvida na quimiorre- 
cepção de leucina no cérebro. Apesar do fato de o cére- 
bro ser capaz de detectar a presença de leucina, a 
suplementação crônica desse aminoácido (na água de 
beber) não produz alterações na ingestão de alimentos 
nem provoca um padrão de expressão do gene anorexí- 
geno no hipotálamo. Embora estudos futuros devam 
avaliar diretamente as consequências da suplementação 
de leucina em humanos, esses resultados questionam a 
possível eficácia da suplementação de leucina como um 
inibidor de apetite no tratamento da obesidade. 


Efeitos do mTORC1 no tecido adiposo 


A sinalização do mTORCI apresenta papel funda- 
mental na adipogênese.” In vitro, a inibição do mTORCI 
bloqueia a adipogênese e dificulta a manutenção dos 
adipócitos,>”” ao passo que a maior ativação do 
mTORCI promove a adipogênese.”* Além de o mTORC1 
apresentar importância relevante nesse processo, existe 
grande possibilidade de os substratos do mTORCI esta- 
rem envolvidos no controle da adipogénese. A S6K1 re- 
gula o início do processo adipogênico por meio da re- 
gulação da expressão de fatores de transcrição que 


modulam a formação de novos adipócitos.” A 4E-BP1 é 
responsável por controlar a diferenciação de adipócitos 
por meio do controle da tradução do PPAR-gama (Fi- 
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Figura 8.6 Sinalização do mTORC1 na adipogénese. Fonte: adaptada 
de Ricoult e Manning.” 


Animais com deleção específica de mTORCI no teci- 
do adiposo apresentam um fenótipo magro, resistente à 
obesidade induzida por ração hiperlipídica,> apresen- 
tando menos e menores adipócitos. Por outro lado, a de- 
leção específica de mTORC2 no tecido adiposo gera um 
animal com massa adiposa normal,'º? mas com defeito 
na fosforilação da AKT no tecido adiposo, o que se tra- 
duz no aumento da lipólise e de ácidos graxos livres. 

A expansão do tecido adiposo que caracteriza o esta- 
do obeso representa o principal fator de risco para o de- 
senvolvimento de resistência à insulina e do DM2. O 
mTORCI é altamente ativo nos tecidos de roedores obe- 
sos alimentados com ração hiperlipidica.'' As altas 
concentrações circulantes de insulina, de citocinas 
pró-inflamatórias, de leucina (ou ACR) e de glicose de- 
sencadeiam maior atividade do mTORCI em animais 
obesos. Além de contribuir diretamente para a expansão 
do tecido adiposo, por meio da ativação dos fatores adi- 
pogênicos e lipogênicos, o mTORCI promove a resistên- 
cia à insulina no tecido adiposo, por meio da inibição da 
sinalização da insulina pela fosforilação em serina 307 do 
IRS1 pela S6K1.!ºº 


Efeitos do mTORC1 no fígado 


O fígado desempenha papel central no controle da ho- 
meostase glicêmica e de lipídios em resposta aos estados 
alimentado e de jejum. O mTORCI controla a produção 
hepática de corpos cetônicos que os tecidos periféricos uti- 
lizam como fontes de energia durante o jejum. Durante a 
ausência de alimentos, a atividade de mTORCI é baixa; po- 
rém, animais com mTORCI hepático cronicamente ativa- 
do não são capazes de induzir a cetogênese quando em je- 
jum. O mTORCI prejudica a atividade de PPAR-alfa, o 
principal regulador da transcrição de genes cetogênicos, 
por meio do acúmulo nuclear do correpressor núcleo re- 
ceptor-1 (NcoR1). Além de seu papel no controle da res- 
posta hepática ao jejum, o mTORCI também promove o 
anabolismo no estado alimentado, controlando a lipogêne- 
se hepática por meio da regulação da expressão da proteína 
Icligada ao elemento regulatório de esterol (SREBPc).!º>!08 

Como já observado, no músculo e no tecido adiposo, 
a atividade de mTORC1/S6K1 encontra-se elevada no fí- 
gado em modelos experimentais de obesidade, o que pro- 
move a degradação do IRS1 e a resistência à insulina he- 
pática.!º»!04 O comprometimento da via de sinalização 
PI3K-AKT no fígado promove a gliconeogênese, contri- 
buindo para a hiperglicemia e a hiperinsulinemia obser- 
vadas na resistência à insulina e no DM2. A obesidade é o 
principal fator de risco para o desenvolvimento da estea- 
tose hepática não alcoólica, uma condição caracterizada 
pelo acúmulo de gordura no fígado e que pode conduzir 
a complicações graves, incluindo cirrose e carcinoma he- 
patocelular. O acúmulo de triacilglicerol no fígado de 
seres humanos obesos está associado com o aumento da 
lipogênese em hepatócitos.'”? Embora altamente depen- 
dente da insulina para sua ativação, a lipogênese é, para- 
doxalmente, muito ativa no fígado de roedores resistentes 
à insulina. A ativação sustentada do mTORCI em respos- 
ta a concentrações circulantes de nutrientes (ACR, em es- 
pecial leucina) e de citocinas pró-inflamatórias pode exa- 
cerbar a lipogênese por meio da ativação de SREBP1. 
Consistente com essa ideia, a deleção específica do 
mTORCI no fígado prejudica significativamente a função 
da SREBP1, levando ao quadro de resistência à esteatose 
hepática e hipercolesterolemia induzida por ração hiper- 
lipídica.” Desse modo, pode-se compreender como a 
maior atividade de mTORCI no tecido hepático pode ex- 
plicar por que a lipogênese permanece ativa mesmo no 
quadro de resistência à insulina." 


Efeitos do mTORC1 no pâncreas 


As células beta pancreáticas secretam insulina em 
resposta a nutrientes e são essenciais na regulação da ho- 
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meostase da glicose. O controle do crescimento interce- 
dido pela sinalização do mTORCI em resposta a nutrien- 
tes gerou grande interesse no entendimento dessa via de 
sinalização, na regulação da massa e na função das células 
beta. A ativação crônica de mTORCI nas células beta 
provoca diminuição da glicose circulante e da hiperinsu- 
linemia, além de melhorar a tolerância à glicose."'>!!? Esse 
fenótipo está associado com aumento no tamanho e no 
número das células beta, podendo ser revertido pela ex- 
posição à rapamicina, indicando que mTORC1 é um re- 
gulador essencial da função e da massa de células beta. 
Além disso, a S6K1 parece mediar alguns dos efeitos do 
mTORCI, como aqueles identificados em camundongos 
knockout para S6K1, cujo fenótipo é constituído de pe- 
quenas células beta, intolerância à glicose, hipoinsuline- 
mia, apresentando secreção de insulina comprometida." 
Já o knockout de mTORC2 em células beta está ligado à 
redução da atividade de AKT e à ativação do fator de 
transcrição FoxO1 (fator de transcrição da família for- 
khead BOX O), causando hiperglicemia e intolerância à 
glicose moderadas, em razão da redução da massa de cé- 
lulas beta e da produção e secreção de insulina. 

A resistência periférica à insulina e o excesso de nu- 
trientes aumentam a pressão sobre as células beta pan- 
creáticas para a produção de mais insulina. A alta deman- 
da por insulina induz a proliferação e a hipertrofia das 
células beta e aumenta a formação de progenitores para 
novas células, o que culmina no aumento da produção e 
da secreção desse hormônio. Esse processo é conhecido 
como compensação das células beta. A pressão crônica 
sobre células beta pode levar à sua morte e ao desenvolvi- 
mento do DM2. A atividade de mTORCI encontra-se 
elevada nas células beta de animais que consomem ração 
hiperlipidica ou naqueles geneticamente obesos.” O 
mTORCI apresenta duplo efeito na regulação da função 
e da massa das células beta em resposta à sobrecarga de 
nutrientes e à resistência à insulina. Embora o mTORC1 
regule positivamente a massa das células beta e a secreção 
de insulina, a crônica ativação de mTORCI1/S6KI piora a 
resistência à insulina, por meio da inibição por feedback 
da IRS1 e IRS2, o que reduz a sobrevivência dessas células 
e promove a apoptose."'»!!º Respaldando essa hipótese, a 
ativação crônica de mTORCI nas células beta aumenta- 
ria sua massa na primeira fase da vida, mas, durante o 
envelhecimento, essa mesma ativação tornaria o indiví- 
duo hiperglicêmico e hipoinsulinêmico, em razão da per- 
da das células beta." 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Estudos envolvendo biologia molecular evidenciam 
a ampla capacidade de regulação da expressão gênica por 
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aminoácidos, a qual inclui uma grande variedade de me- 
canismos, como ativação de diferentes vias de sinalização 
e de fatores de transcrição. Nesse contexto, destaca-se o 
aminoácido leucina, o qual atua em vias relacionadas 
com a resposta inflamatória, proliferação, diferenciação e 
sobrevivência celular e em diferentes vias metabólicas. O 
maior conhecimento relacionado à regulação da expres- 
são gênica pela leucina propiciará que futuros estudos 
envolvendo nutrição clínica e esportiva e a suplementa- 
ção desse aminoácido se traduzam em novas formas de 
tratamento ou de intervenção nutricional nessas áreas. 
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INTRODUÇÃO 


Nomenclatura e estrutura química 


Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCC), quimica- 
mente, são ácidos carboxílicos que apresentam uma pe- 
quena cadeia alifática. Essas moléculas possuem de um a 
quatro átomos de carbono em sua estrutura, conforme 
mostrado na Figura 9.1.' 


Estrutura química dos AGCC 


p 

H-0-C-R 
Nomenclatura comum Cadeia alifática (R) 
Ácido fórmico = 
Ácido acético =Chl, 
Acido propiônico —CH,CH, 
Acido butirico —CH,CH,CH, 
Ácido isobutírico — CH(CH,), 


Figura 9.1 Estrutura e nomenclatura dos ácidos graxos de cadeia curta. 


Historicamente, esses compostos receberam a deno- 
minação de ácidos graxos; porém, uma vez que não são 
lipofílicos (característica essencial destes últimos), em ra- 
zão do pequeno tamanho de sua cadeia lateral, deveriam 
ser designados ácidos carboxílicos. Além disso, alguns au- 
tores utilizam a denominação ácidos voláteis para se refe- 
rir a eles, o que se deve, em parte, ao fato de serem voláteis 


em temperatura ambiente. Neste capítulo será utilizada a 
denominação AGCC em referência a esses compostos, 
por ser a mais utilizada na literatura. Serão descritos os 
efeitos de três desses compostos, os ácidos acético, pro- 
piônico e butírico, uma vez que são os mais abundantes 
nos mamíferos e os mais estudados até o momento. Vale 
ressaltar que, como em pH fisiológico esses compostos 
são encontrados na forma de sais, ao longo do texto será 
utilizada a terminologia acetato, propionato e butirato em 
vez de acidos.' 


Produção dos ácidos graxos de cadeia curta 


Os AGCC são gerados durante o metabolismo de li- 
pídios e carboidratos (produção endógena) e no trato 
gastrintestinal, principalmente no cólon, durante a fer- 
mentação bacteriana de carboidratos e proteínas (produ- 
ção exógena). Embora esta última seja a principal fonte 
de AGCC ao organismo em certas condições, incluindo 
jejum prolongado, intolerância à glicose e diabete melito, 
nas quais há um aumento considerável da oxidação de 
ácidos graxos, e após ingestão de álcool (aumento de 10 
vezes na concentração de acetato no sangue), a via endó- 
gena contribui de maneira importante para as concen- 
trações plasmáticas desses compostos.”* 

Os AGCC são gerados em grandes quantidades no 
trato gastrintestinal, principalmente no cólon, pela ação 
de bactérias da microbiota intestinal. Estas últimas 
utilizam carboidratos não digeríveis pelas enzimas in- 
trínsecas do organismo, incluindo polissacarídeos e oli- 
gossacarídeos como fontes de energia pelo processo de 
fermentação. Além disso, carboidratos simples e aminoá- 
cidos que não tiverem sido absorvidos nas porções ante- 
riores do intestino também são utilizados pelas bactérias 
intestinais.” 


Diferentes bactérias do trato gastrintestinal contri- 
buem para a geração intestinal de AGCC. As diversas es- 
pécies de bactérias que compõem a microbiota intestinal 
podem gerar AGCC por vias diferentes e produzir predo- 
minantemente um ou outro tipo de AGCC. Em geral, a 
principal via de produção de AGCC é a glicolítica, embo- 
ra outras vias, incluindo a das pentoses e a redutora de 
acetil-CoA (também conhecida como via de Wood-Ljung- 
dahl), também sejam relevantes no caso de algumas espé- 
cies de bactérias.” 

A concentração de AGCC difere de acordo com a 
porção do intestino. No cólon proximal, suas concentra- 
ções variam de 70 a 140 mM e diminuem para 20 a 70 
mM no cólon distal.” A razão de produção de acetato, 
propionato e butirato é de, aproximadamente, 60:20:20. 
Porém, tanto a razão quanto as concentrações absolutas 
desses compostos ao longo do trato gastrintestinal variam 
de acordo com alguns fatores, incluindo alimentação, 
porção do intestino, tempo de trânsito intestinal e com- 
posição da microbiota. 


Absorção e metabolização 


Após sua liberação, os AGCC produzidos pelas bac- 
térias da microbiota são rapidamente absorvidos pelas 
células intestinais, parcialmente utilizados como substra- 
to energético e passam para a corrente sanguínea, atuan- 
do em outros tecidos. A absorção de AGCC no ceco e no 
cólon é um processo muito eficiente, o que se reflete no 
fato de que menos de 5% da quantidade desses metabóli- 
cos gerados no intestino é excretada nas fezes.” 

Com relação à absorção dos AGCC, são conhecidos 
ao menos dois mecanismos envolvidos: 


= Difusão simples da forma protonada. 
m Absorção da forma ionizada dos AGCC. 


Há, no mínimo, duas proteínas de membrana ex- 
pressas nos colonócitos e ao longo de todo o intestino 
delgado e ceco, as quais fazem o transporte ativo da for- 
ma protonada dos AGCC: o transportador de monocar- 
boxilato (MCT-1) e o transportador de monocarboxila- 
to acoplado ao sódio (SMCT-1).' Vale ressaltar que a 
absorção desses compostos está associada ao processo de 
absorção hídrica e de sais e que modificações nas suas 
concentrações estão envolvidas em casos de diarreia.” 
Nesse sentido, alterações na produção de AGCC no trato 
gastrintestinal — seja após o uso de antibióticos que acar- 
retam destruição de parte da microbiota e consequente 
redução na produção de AGCC ou após retirada de parte 
do intestino grosso — têm sido associadas a casos de diar- 
reia, evidenciando a importância desses produtos do 
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metabolismo bacteriano no processo de absorção de sais 
e fluidos.” 

Após absorção, os AGCC são metabolizados essen- 
cialmente por três tecidos: intestinal (nas células epite- 
liais do cólon e ceco), hepático e muscular, sendo que o 
último utiliza, principalmente, acetato como fonte de 
energia.” Os colonócitos metabolizam 70 a 90% do buti- 
rato absorvido.” Este é o principal substrato energético 
dessas células, que o metabolizam preferencialmente em 
detrimento dos outros AGCC, glicose e glutamina. Por 
sua vez, cerca de 90% do butirato presente no sangue 
portal é extraído pelo fígado, de modo que suas concen- 
trações plasmáticas são muito baixas, conforme descrito 
adiante.>!! A metabolização do butirato ocorre exclusiva- 
mente no interior da mitocôndria (fonte de acetil CoA 
independente de carnitina), e esse composto também 
constitui um potencial substrato para a cetogênese.”º Já o 
acetato é pouco metabolizado no cólon devido, em parte, 
ao fato de ser rapidamente absorvido e transportado pa- 
ra o fígado.” Após sua absorção, cerca de 75% do acetato 
é captado e metabolizado no fígado, onde pode ser utili- 
zado por diversas vias: na síntese de ácidos graxos de ca- 
deia longa (lipogênese), corpos cetônicos (cetogênese), 
colesterol (fonte primária para a síntese de colesterol), 
glutamina e glutamato. O restante do acetato que alcança 
a circulação é rapidamente captado e oxidado por vários 
tecidos, como músculos e glândulas mamárias.'é 

Apenas 10% do propionato absorvido permanece na 
corrente sanguínea após a passagem pelo fígado. Neste 
órgão, esse AGCC é metabolizado, inibe a síntese de co- 
lesterol e pode ser utilizado como substrato — via forma- 
ção de piruvato — da gliconeogênese.”” Ele também pode 
ser gerado durante o catabolismo de aminoácidos de ca- 
deia ramificada e metionina. Sua concentração plasmáti- 
ca pode estar aumentada em condições nas quais há ele- 
vação das taxas de oxidação de aminoácidos." 

Considerando o fato de que os AGCC são ampla- 
mente metabolizados no próprio trato gastrintestinal e 
em menor extensão pelo fígado, é pertinente o fato de 
que suas concentrações no sangue periférico sejam nor- 
malmente muito baixas. O acetato, AGCC encontrado 
em maior concentração no organismo, está presente em 
concentrações séricas que variam de 60 a 150 uM. Já para 
o propionato e o butirato, foram descritas concentrações 
séricas de 3 a 7 uM e de 1 a 4 uM, respectivamente.”!4!8 


PRINCIPAIS EFEITOS ATRIBUÍDOS AOS AGCC 


Além de constituírem fonte energética importante 
para diferentes células do organismo, os AGCC também 
modificam a função de diversos tipos celulares e tecidos, 
conforme ilustrado na Figura 9.2. 
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e Secreção de peptídeos antimicrobianos e hormônios 
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e Melhora da sensibilidade à insulina no fígado 


e no músculo esquelético 


Metabolismo e gasto energético 


Trato gastrintestinal 


Inflamação e resposta imune 
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e Indução de apoptose em células tumorais 


Tumorigênese 


Figura 9.2 Principais ações dos ácidos graxos de cadeia curta. AGCC: ácidos graxos de cadeia curta. 


Efeitos no trato gastrintestinal 


Os AGCC apresentam efeitos importantes no trato 
gastrintestinal. Esses compostos são importantes para a 
manutenção da integridade das células epiteliais que de- 
limitam o intestino. Além de constituírem fonte de ener- 
gia para essas células, os AGCC também induzem proli- 
feração das células epiteliais normais do cólon e a morte 
por apoptose de células mutadas (neoplásicas). Esses 
compostos também regulam a permeabilidade intestinal, 
favorecendo a função de barreira exercida pelas células 
que recobrem o intestino e impedem a entrada de com- 
postos prejudiciais ao organismo, como o lipopolissaca- 
rídeo (LPS), componente de bactérias Gram-negativas.!” 
Ainda no trato gastrintestinal, os AGCC regulam a moti- 
lidade intestinal e o fluxo sanguíneo e contribuem para a 
manutenção do pH (acidificação) e para a absorção hídri- 
ca e de sais.' Esse primeiro efeito pode ter relevância na 
proteção do organismo contra infecções bacterianas. 

A secreção de hormônios como peptídeo YY (PYY) e 
peptídeo semelhante ao glucagon (GLP) por células en- 


teroendócrinas presentes no trato gastrintestinal é indu- 
zida pelos AGCC.2?! Vale ressaltar que esses hormônios 
têm ações importantes no controle da ingestão alimentar 
e do gasto energético e podem ser relevantes para os efei- 
tos metabólicos dos AGCC (descritos a seguir). 


Efeitos sobre o sistema imune e a inflamação 


Os AGCC também apresentam efeitos sistêmicos 
importantes, incluindo ações sobre os sistemas imune e 
nervoso, além de tecidos e órgãos metabolicamente re- 
levantes como fígado, tecido adiposo e músculo esque- 
lético. 

Sabe-se que os AGCC modulam a diferenciação, a 
proliferação, o recrutamento, a ativação e a função efetora 
de células envolvidas na resposta imune.” A seguir são 
ressaltados alguns dos principais efeitos desses compostos. 

Os AGCC têm efeitos anti-inflamatórios que decor- 
rem da inibição da produção de mediadores inflamató- 
rios por células como macrófagos, monócitos e neutrófilos. 
Essas células, uma vez ativadas por moléculas microbianas 


(MAMP, padrões moleculares associados a micro-orga- 
nismos) ou liberadas após dano celular (DAME, padrões 
moleculares associados ao dano), produzem grandes quan- 
tidades de moléculas, incluindo citocinas como o fator de 
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), as interleucinas (IL) 1 e 
6, quimiocinas (p. ex., Cxcl-1 e Cxcl-2), óxido nítrico 
(NO), entre outras. Esses mediadores atuam em conjun- 
to, recrutando e ativando leucócitos e amplificando a res- 
posta inflamatória.” 

Os AGCC, principalmente propionato e butirato, re- 
duzem a produção desses mediadores, o que decorre, em 
parte, conforme discutido adiante, de suas ações sobre a 
ativação do fator de transcrição NF-kB (fator nuclear 
kappa B). Além disso, os AGCC também modificam a 
produção de eicosanoides, que são moléculas lipídicas, 
como as prostaglandinas e os leucotrienos, derivadas da 
metabolização do ácido araquidônico por enzimas como 
a ciclo-oxigenase e a lipoxigenase. Nesse sentido, de- 
monstrou-se que o butirato modula a síntese e a secreção 
de prostaglandina E2 e outros eicosanoides, incluindo o 
leucotrieno B4 e o tromboxano B2, efeito que pode ser 
relevante no controle da inflamação.?* Os mecanismos 
envolvidos nos efeitos dos AGCC sobre a produção de ei- 
cosanoides ainda não foram totalmente esclarecidos. Há 
indicações na literatura de que os AGCC atuem tanto via 
receptores acoplados à proteína G (GPCR, G-protein cou- 
pled receptors — efeito inibido por toxina pertussis)” 
quanto via modulação da expressão de enzimas funda- 
mentais na geração desses mediadores, como a ciclo-oxi- 
genase 2, o que pode decorrer da ação sobre histonas de- 
sacetilases,” conforme descrito adiante. 

Quanto ao recrutamento de leucócitos, sabe-se que 
os AGCC podem tanto aumentar quanto diminuir a mi- 
gração dessas células e, particularmente, de neutrófilos 
para os locais de inflamação. Isso se deve, em parte, ao 
fato de que os AGCC têm efeito quimioatrativo por inte- 
ração direta com GPCR presentes na membrana dos leu- 
cócitos (como o GPR41 e o GPR43), e também podem 
controlar o influxo de leucócitos via seus efeitos na pro- 
dução de mediadores inflamatórios ou na expressão de 
moléculas de adesão nas células endoteliais.” 

Os AGCC inibem a proliferação e modificam o pro- 
cesso de diferenciação de linfócitos T, células envolvidas 
na resposta imune adaptativa, em resposta a estímulos 
como a concanavalina À e o anticorpo anti-CD3, bem co- 
mo reduzem a produção de citocinas, como a IL-2, a qual 
é essencial à resposta proliferativa de linfócitos. Nesse 
sentido, recentemente, diferentes grupos de pesquisado- 
res demonstraram que os AGCC têm papel relevante na 
geração e função de células T regulatórias (Treg) no siste- 
ma imune associado ao intestino.” Vale ressaltar que as 
células Treg têm papel essencial na manutenção da ho- 
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meostase do organismo por regularem a resposta imune 
e inflamatória. Além disso, em outro trabalho, os autores 
sugerem que os AGCC, via suas ações em células dendri- 
ticas e macrófagos, reduzem a diferenciação de células T 
auxiliares em células Th2 e, dessa maneira, influenciam o 
desenvolvimento e a intensidade de alergias no trato res- 
piratório e, possivelmente, outras doenças que cursam 
com esse tipo de resposta.” 

Há indicações na literatura de que os AGCC também 
modificam funções efetoras de leucócitos, incluindo fa- 
gocitose, produção de espécies reativas de oxigênio e des- 
truição de micro-organismos, o que sugere um efeito 
imunossupressor. Contudo, mais estudos são necessários 
para investigar as ações dos AGCC sobre células do siste- 
ma imune durante processos infecciosos. 


Efeitos sobre o metabolismo energético 


Os AGCC afetam o metabolismo energético e podem 
ser relevantes tanto para o desenvolvimento quanto para 
a redução do risco da obesidade, da resistência à insulina 
e do diabete. 

Os AGCC têm efeitos benéficos em modelos experi- 
mentais de resistência à insulina secundária à obesidade. 
Nesse contexto, mostrou-se que a administração de AGCC, 
juntamente com a ração ou oralmente de maneira conti- 
nua (adição na água dos animais) ou não (administração 
da pró-droga de butirato, tributirina, três vezes por se- 
mana) a animais que ingerem dietas obesogênicas, faz 
que eles ganhem menos peso, protegendo-os do desen- 
volvimento de várias alterações associadas à obesidade, 
incluindo esteatose hepática, inflamação crônica e resis- 
tência à insulina. Efeitos biológicos têm sido relaciona- 
dos a essa ação protetora dos AGCC, incluindo aumento 
do gasto energético e da oxidação de lipídios, inibição da 
inflamação associada à obesidade e produção de hormô- 
nios gastrintestinais, incluindo o GLP-1, o qual reduz a 
ingestão alimentar e melhora a tolerância à glicose. Alte- 
rações da termogênese e da função mitocondrial foram 
descritas como possíveis mecanismos envolvidos no au- 
mento do gasto energético e da oxidação de lipídios pelos 
AGCC. Em camundongos, mostrou-se que o butirato 
induz aumento de função e biogênese mitocondrial em 
músculo esquelético (efeito que parece decorrer de ativa- 
ção de vias como AMPK, p38MAPK e PGC-1 alfa) e au- 
mento da atividade termogénica do tecido adiposo mar- 
rom.?929-31 

Recentemente, demonstrou-se que o acetato atraves- 
sa a barreira hematoencefálica e atua no hipotálamo, re- 
duzindo a ingestão alimentar e o ganho de peso.” Além 
desse relato do efeito em nível de sistema nervoso central, 
outros estudos também têm demonstrado que os AGCC 
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regulam a atividade do sistema nervoso autônomo. Espe- 
cificamente, os AGCC produzidos e absorvidos logo após 
a ingestão alimentar aumentam a atividade simpática e, 
consequentemente, o gasto energético. Por outro lado, 
em situações de jejum prolongado ou em indivíduos dia- 
béticos, o corpo cetônico beta hidroxibutirato interage 
com os receptores aos quais os AGCC se ligam, reduz a 
ativação simpática e, consequentemente, o gasto energé- 
tico.” 

Nesse contexto, os AGCC também parecem ser, ao 
menos em parte, responsáveis pelos efeitos benéficos da 
ingestão de fibras alimentares, as quais constituem subs- 
trato para a fermentação bacteriana e para a formação de 
AGCC no intestino."* 


Ações antitumorais dos AGCC 


Os AGCC, principalmente o butirato, têm ações an- 
titumorais, as quais têm sido exploradas, principalmente, 
no caso de tumores que afetam o trato gastrintestinal, em 
particular o cólon. Os efeitos do butirato incluem inibi- 
ção da proliferação e da neoangiogênese e indução da 
diferenciação e da apoptose em células mutadas.** Vale 
ressaltar que esses efeitos de inibição da proliferação ce- 
lular são seletivos para células tumorais. Em contraste, as 
células normais do tecido praticamente não são afetadas. 
Essa seletividade se deve, em parte, às diferenças metabó- 
licas existentes entre as células tumorais e normais. De 
acordo com Donohoe et al., o butirato aumenta o cres- 
cimento de células epiteliais intestinais por atuar como 
substrato energético nessas células via betaoxidação e ci- 
clo do ácido tricarboxílico. Esse efeito estimulatório não 
ocorre em células tumorais em razão do butirato não ser 
metabolizado de maneira eficiente e se acumular no nú- 
cleo dessas células, onde exerce efeitos inibitórios sobre a 
proliferação celular. 


MECANISMOS DE MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO 
GÊNICA POR AGCC 


Os efeitos dos AGCC sobre células e tecidos no orga- 
nismo decorrem, ao menos em parte, da ativação de duas 
principais vias celulares de sinalização: 


E Ligação GPCR, como por exemplo o GPR41 e o 
GPR43. 
E Inibição das enzimas histonas desacetilases (HDAC). 


Ambos os casos resultam em modificações no pa- 
drão de expressão gênica, o que culmina em efeitos celu- 
lares. Atualmente, sabe-se que esses mecanismos podem 
atuar em conjunto e que a ativação de um alvo celular 


pode levar à modulação do outro, como é o caso do 
GPR43, que pode modificar a atividade de HDAC.” En- 
tretanto, didaticamente, esses mecanismos serão consi- 
derados separadamente a seguir. 


Receptores acoplados à proteína G 


Os AGCC se ligam a GPCR, os quais estão situados 
na membrana celular e têm como característica o fato de 
apresentarem sete domínios transmembrana e de intera- 
girem com um conjunto de proteínas triméricas chama- 
das proteínas G. 

As proteínas G têm função essencial na propagação 
do sinal intracelular mediado pelos GPCR. Nas células 
existem diferentes classes de proteínas G, as quais estão 
acopladas aos receptores de membrana. Essas classes, por 
sua vez, são distinguidas com base nos efetores em que 
atuam. As principais classes são: 


E Proteínas Gs, que estimulam a adenilato ciclase e, 
com isso, aumentam a produção de AMPc. 

E Proteínas Gi, que inibem a adenilato ciclase e abrem 
canais de potássio (diminuem AMPc e reduzem o poten- 
cial de membrana). 

E Proteínas Go, que fecham canais de cálcio (dimi- 
nuem o potencial de membrana). 

m Proteínas Gt, que estimulam a fosfodiesterase 
GMPc (diminuem GMPc). 

= Proteínas Gq, que ativam a fosfolipase C, aumen- 
tando assim a concentração de inositol trisfosfato (IP3) e 
diacilglicerol (DAG)* (Figura 9.3). 


Após a união do ligante ao GPCR, ocorre uma mu- 
dança conformacional que causa a ativação da proteína 
G. As proteínas G são triméricas (subunidades alfa, beta e 
gama), e suas funções dependem da dissociação da subu- 
nidade alfa em relação ao resto da proteína. Na forma tri- 
mérica, a proteína é inativa e permanece ligada ao recep- 
tor. Com a ativação do receptor, há uma alteração 
conformacional e a guanosina difosfato (GDP) da subu- 
nidade alfa é substituída por guanosina trifosfato (GTP). 
Com a ligação do GTP, a subunidade alfa se dissocia da 
proteína e atua sobre os diferentes efetores. A duração da 
ativação da proteína G é controlada pela subunidade alfa, 
a qual possui atividade GTPásica. Quando ela realiza a 
hidrólise do GTP, a subunidade volta a se ligar ao dímero 
beta/gama. Em certos casos, o dímero beta/gama também 
pode ser importante na ativação dos efetores (Figura 9.3). 

Os AGCC são capazes de ativar ao menos três recep- 
tores do tipo GPCR: o GPR41, também conhecido como 
receptor de ácidos graxos livres-3 (FFAR3), o GPR43 
(FFAR2) e o GPRIO9A. Esses receptores diferem na dis- 
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Figura 9.3 Ativação de vias intracelulares por receptores acoplados à proteína G (GPCR). AMPc: adenosina monofosfato cíclica; DAG: diacilglice- 
rol; GDP: guanosina difosfato; GMPc = guanosina monofosfato ciclica; GTP: guanosina trifosfato; IP3: inositol trisfosfato (IP3). 


tribuição tecidual, na especificidade de ligante (maior ou 
menor afinidade por determinado AGCC) e na classe de 
proteína G na qual estão acoplados, conforme destacado 
no Quadro 9.1.»%” Além disso, diferentes ações dos AGCC 
têm sido atribuídas a esses receptores. 


Inibição de histonas desacetilases (HDAC) 


O DNA nuclear encontra-se envolto por uma estru- 
tura formada por proteínas, as chamadas histonas (duas 
moléculas de cada subunidade H2A, H2B, H3 e H4, des- 
critas em mais detalhes no Capítulo 5). Uma das estra- 
tégias utilizadas para modificar a expressão gênica em 
células eucarióticas envolve a alteração do estado das 
histonas, sendo a acetilação e a desacetilação dessas pro- 
teínas mecanismos envolvidos nesse controle.“ 

O controle desse processo (acetilação e desacetilação) 
é realizado por enzimas denominadas histonas acetilases 
ou acetiltransferases (acetilam as histonas) e histonas de- 


sacetilases (retiram o grupamento acetil das histonas) 
(Figura 9.4). 
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Figura 9.4 Regulação do estado de acetilação de histonas. AGCC: áci- 
do graxo de cadeia curta; HAT = histona acetiltransferase; HDAC = 
histona desacetilase. Fonte: adaptada de Kim e Yang." 
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Quadro 9.1 Características gerais dos receptores acoplados à proteína G (GPRC) ativados por ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) 


GPR41/FFAR3 
Adipócitos e 
Distribuição células enteroendócrinas, 
tecidual epiteliais intestinais 
e neuronais 
Principais : : 
li GIP Propionato > butirato > acetato 
igantes 


Via de sinalização 
intracelular 


Proteína Gi/o; 
vias da adenilato ciclase 


Liberação de hormônios 
pelas células enteroendócrinas; 
ativação do sistema 
nervoso simpático 


Efeitos celulares 
e teciduais 


GPR43/FFAR2 GPR109A 
Adipócitos, Adipócitos, 
leucócitos e leucócitos, células epiteliais 


células enteroendócrinas e 
epiteliais intestinais 


intestinais, queratinócitos 
e hepatócitos 


Butirato 
e ácido nicotínico 


Propionato > acetato = 
butirato > valerato > formato 


Proteína Gi/o e Gq; 
vias da adenilato ciclase 
e fosfolipase C 


Ativação da proteína Gi/o; 
vias da adenilato ciclase 


Liberação de hormônios pelas 
células enteroendócrinas; 
ação quimioatraente 
em neutrófilos; 
indução de células Treg; 
regulação da adipogênese 


Ação antitumoral 
e anti-inflamatória; 
modulação do metabolismo 
de lipoproteínas plasmáticas; 
inibição de lipólise em adipócitos 


GPR41/FFAR3: receptor 41 acoplado à proteína G/Receptor de ácidos graxos livres-3; GPR43/FFAR2: receptor 43 acoplado à proteína G/Receptor de 


ácidos graxos livres-2; GPR109A = receptor 109A acoplado à proteína G. 


A acetilação das histonas, em geral, está associada 
com aumento da expressão gênica. Com a adição do gru- 
po acetila à cadeia lateral das histonas, ocorre diminuição 
da interação do DNA com essas proteínas em razão da 
perda da carga positiva (diminuição da afinidade eletros- 
tática) e por impedimento estérico. As consequências 
dessa modificação (adição de grupo acetil a lisinas das 
histonas) são maior grau de descompactação da cromati- 
na e favorecimento da ligação de fatores de transcrição. 
Por isso, em geral, a acetilação está relacionada com au- 
mento de expressão gênica, ao passo que a desacetilação 
(catalisada pelas HDAC) relaciona-se com a redução da 
transcrição gênica. Contudo, essa lógica não se aplica a 
todos os genes, o que, em parte, decorre de outras proteí- 
nas também terem suas funções reguladas por acetilação/ 
desacetilação, incluindo fatores de transcrição. Fatores de 
transcrição como o NF-kB também são reversivelmente 
acetilados, processo que modifica as suas funções e ativi- 
dades.” 

Os AGCC butirato e propionato têm capacidade de 
inibir a atividade de histonas desacetilases (HDAC) e, 
com isso, aumentar o estado de acetilação de histonas e 
de proteínas não histonas. Efeitos biológicos dos AGCC, 
como as ações anti-inflamatória e antitumoral, têm sido 
atribuídos à sua atuação inibitória sobre as HDAC.'”?*4 


ESTUDOS REALIZADOS COM ADMINISTRAÇÃO 
DE AGCC OU DE SUAS FONTES 


Estudos têm sido conduzidos em animais de experi- 
mentação e em seres humanos com o intuito de determi- 
nar os efeitos in vivo dos AGCC e de utilizar-se de suas 
propriedades na redução do risco ou no tratamento de 
doenças. A aplicação tanto dos AGCC isoladamente quan- 
to em mistura, ou de métodos que aumentam sua produ- 
ção intestinal (incluindo probióticos, prebióticos ou sim- 
bióticos), tem apresentado resultados interessantes em 
algumas condições clínicas. A seguir estão apresentados, 
resumidamente, os resultados de alguns desses estudos. 


Câncer 


Conforme discutido anteriormente, os AGCC, parti- 
cularmente o butirato, apresentam efeitos antitumorais 
demonstrados por estudos conduzidos in vitro. Dados de 
estudos epidemiológicos também evidenciam possível 
relação entre os AGCC e redução do risco de determina- 
dos tipos de tumores. Nesse contexto, Bingham et al.“ 
mostraram relação inversa entre o consumo de fibras 
(fontes de AGCC) e a incidência de câncer colorretal. 
Outros autores sugeriram ainda que o consumo de fibras 
e, possivelmente, a produção e absorção de AGCC tam- 
bém reduzam a incidência ou agressividade de tumores 
de mama e próstata.'»!? Vale ressaltar que, mesmo para 


tumores intestinais, ainda não há consenso na literatura 
com respeito ao efeito das fibras e dos AGCC. Além dis- 
so, outro ponto importante a ser considerado é que os 
AGCC são um possível, mas não único, elo entre os efei- 
tos das fibras sobre a incidência de neoplasias. São neces- 
sários mais estudos para entender melhor essa relação 
em humanos. 


A aplicação isolada de AGCC, via oral, por meio de 
enemas ou infusão colônica, foi investigada em modelos 
animais de carcinogênese colorretal. Apesar de alguns 
trabalhos mostrarem benefícios desse tratamento, em ge- 
ral, há grande variação nos resultados obtidos, o que di- 
ficulta a sua interpretação, além de não haver estudos em 
seres humanos.” 

Em razão da rápida metabolização do butirato, alter- 
nativas incluindo análogos/pró-drogas (p. ex., tributirina), 
uso de sistemas de entrega de fármacos como nanopartí- 
culas lipídicas e, principalmente, moléculas sintéticas que 
atuam seletivamente sobre alvos dos AGCC, como as his- 
tonas desacetilases (p. ex., vorinostat), têm sido exploradas 
no tratamento de diversos tipos de tumores. Nesse contex- 
to, vale ressaltar os resultados promissores que têm sido 
obtidos com o uso de inibidores de histonas desacetilases 
no tratamento de diferentes tipos de tumores, incluindo 
linfomas, tumor de próstata, alguns tipos de leucemias, 
mieloma, entre outros,“ bem como com a utilização da 
tributirina em modelo animal de hepatocarcinoma.'> 
Nesses últimos trabalhos, tem-se mostrado que a adminis- 
tração oral de tributirina aumenta a acetilação de histonas 
e proteínas não histonas, incluindo p21 e p53, alterações 
que podem ser relevantes para a proteção observada com 
esse tratamento. 


Doença inflamatória intestinal 


As ações anti-inflamatórias dos AGCC têm sido ex- 
ploradas em modelos experimentais de doença inflama- 
tória intestinal (DII). As justificativas para a realização 
desses estudos incluem o fato de que pacientes com DII 
apresentam menores concentrações ou alterações na ca- 
pacidade de metabolização dos AGCC, além disso, esses 
compostos, conforme discutido anteriormente, têm pa- 
pel fundamental na manutenção das células epiteliais 
intestinais e apresentam importantes efeitos anti-infla- 
matórios. 

Em camundongos, os AGCC apresentam efeitos pro- 
tetores em modelos de colite.*”’ Apesar de mais estudos 
em seres humanos serem necessários, observou-se que a 
aplicação de AGCC na forma de enema ou irrigação co- 
lônica pode ser benéfica no tratamento de alguns casos 
de colite ulcerativa em humanos.” 


Ácidos graxos de cadeia curta 


Obesidade e resistência à insulina 


A administração de AGCC, conforme discutido ante- 
riormente, protege os animais do desenvolvimento de 
obesidade, da resistência à insulina e de outras alterações 
metabólicas secundárias ao maior ganho de peso. 

Esses efeitos têm sido observados não apenas em es- 
tudos com administração isolada desses compostos, mas 
também em trabalhos nos quais foram administrados 
substratos para a geração de AGCC no trato gastrintesti- 
nal (fibras, prebióticos), bactérias (probióticos) que 
atuam no intestino aumentando a produção de AGCC 
ou ambos (simbióticos).** Nesse sentido, grupos de pes- 
quisa têm focado seus esforços na identificação dos me- 
canismos moleculares envolvidos nos efeitos desses pro- 
dutos do metabolismo bacteriano com o intuito de 
desenvolver novas abordagens para a redução do risco ou 
para o tratamento de alterações secundárias ao ganho ex- 
cessivo de peso. 


Sepse, suas complicações e uso de AGCC 
na nutrição parenteral 


Estudos têm sido conduzidos no sentido de investi- 
gar a possível aplicação de AGCC em indivíduos com 
sepse, condição caracterizada por resposta exacerbada e 
potencialmente fatal do sistema imune diante de infec- 
ção. Embora os estudos tenham sido realizados apenas 
em modelos animais de sepse e endotoxemia, os resulta- 
dos são animadores. De acordo com Zhang et al.,”º a ad- 
ministração intravenosa de butirato de sódio reduz a 
mortalidade em animais nos quais se induz sepse por li- 
gação e punção cecal. Nesse estudo, verificou-se redução 
de danos em órgãos importantes como fígado, rins e pul- 
mões, resultando, consequentemente, em maior taxa de 
sobrevivência dos animais tratados com butirato. Além 
do efeito protetor da administração intravenosa, a ad- 
ministração oral de butirato de sódio ou de tributirina 
(triacilglicerol formado por três moléculas de butirato 
ligadas ao glicerol) também protegeu animais contra le- 
sões teciduais decorrentes da administração intravenosa 
de LPS (modelo de endotoxemia).*° Resultados promis- 
sores também têm sido obtidos com o uso de butirato em 
modelos experimentais de lesão pulmonar aguda decor- 
rente de sepse. Nesse quadro, a administração de butirato 
de sódio reduziu o recrutamento de leucócitos para os 
pulmões e, consequentemente, as lesões pulmonares.” 

Em seres humanos, a administração de dieta enteral 
suplementada com butirato e outros nutrientes com 
ações imunomodulatórias, incluindo glutamina, antio- 
xidantes e vitaminas, para pacientes com diagnóstico de 
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sepse resultou em recuperação mais rápida, apesar de 
não afetar outros parâmetros, como o número e tipo de 
infecções secundárias e a taxa de mortalidade.” 

Outra possível aplicação dos AGCC que tem sido ex- 
plorada por alguns grupos de pesquisa é sua administra- 
ção parenteral. Em animais, demonstrou-se que a adição 
de butirato à alimentação parenteral resulta em redução 
da atrofia da mucosa intestinal e em melhora significati- 
va da imunidade de mucosas, incluindo aumento do nú- 
mero de linfócitos nas placas de Peyer e das concentra- 
ções de IgA no lúmen intestinal em comparação com 
animais que receberam dieta parenteral sem butirato.” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os AGCC são compostos predominantemente ge- 
rados no trato gastrintestinal durante o processo de 
fermentação bacteriana. Apresentam uma miríade de 
efeitos que decorrem de ações em diferentes alvos celu- 
lares, incluindo os GPRC (GPR41, 43 e 109b) e as enzi- 
mas HDAC. Esses produtos do metabolismo bacteriano 
têm ações em diversos tecidos e células, incluindo leu- 
cócitos, células epiteliais intestinais, fígado, tecido adiposo 
e sistema nervoso. As principais ações que têm sido atri- 
buídas aos AGCC incluem atenuação da inflamação, 
manutenção da homeostase intestinal, regulação do 
metabolismo e inibição da proliferação de células tu- 
morais. Apesar de mais trabalhos serem necessários, há 
indicações de que, em razão dessas ações, os AGCC 
possam ser utilizados na redução do risco de doenças 
inflamatórias e de tumores, bem como do desenvolvi- 
mento de obesidade e suas comorbidades. 


REFERÊNCIAS 


1. Tan J, McKenzie C et al. The role of short-chain fatty acids in 
health and disease. Advances in Immunology. 2014;121:91-119. 

2. Siler SQ, Neese RA et al. De novo lipogenesis, lipid kinetics, and 
whole-body lipid balances in humans after acute alcohol con- 
sumption. Am J Clin Nutr. 1999;70(5):928-36. 

3. Wolever TM, Josse RG et al. Time of day and glucose tolerance 
status affect serum short-chain fatty acid concentrations in hu- 
mans. Metabolism. 1997;46(7):805-11. 

4. Scheppach W, Pomare EW etal. The contribution of the large in- 
testine to blood acetate in man. Clin Sci (Lond). 1991;80(2):177-82. 
5. MacFarlane S, Macfarlane GT. Regulation of short-chain 
fatty acid production. The Proceedings of the Nutrition Society. 
2003;62(1):67-72. 

6. Wong JM, Souza R et al. Colonic health: fermentation and short 
chain fatty acids. J Clin Gastroenterol. 2006;40(3):235-43. 

7. Topping DL, Clifton PM. Short-chain fatty acids and human co- 
lonic function: roles of resistant starch and nonstarch polysaccha- 
rides. Physiol Rev. 2001;81(3):1031-64. 


8. Hooper LV, Midtvedt T et al. How host-microbial interactions 
shape the nutrient environment of the mammalian intestine. 
Annu Rev Nutr. 2002;22:283-307. 

9. Ruppin H, Bar-Meir S et al. Absorption of short-chain fatty acids 
by the colon. Gastroenterology. 1980;78(6):1500-07. 

10. McNeil NI, Cummings JH et al. Short chain fatty acid absorp- 
tion by the human large intestine. Gut. 1978;19(9):819-22. 

11. Clausen MR, Bonnen H et al. Colonic fermentation to 
short-chain fatty acids is decreased in antibiotic-associated diar- 
rhea. Gastroenterology. 1991;101(6):1497-504. 

12. Binder HJ. Role of colonic short-chain fatty acid transport in 
diarrhea. Annu Rev Physiol. 2010:72:297-313. 

13. Cook SI, Sellin JH. Review article: short chain fatty acids in 
health and disease. Aliment Pharmacol Ther. 1998;12(6):499-507. 
14. Wolever TM, Schrade KB et al. Do colonic short-chain fatty 
acids contribute to the long-term adaptation of blood lipids in 
subjects with type 2 diabetes consuming a high-fiber diet? Am J 
Clin Nutr. 2002;75(6):1023-30. 

15. Cummings JHR, Rombeau JL, Sakata T. Physiological and cli- 
nical aspects of short chain fatty acids. Cambridge: Cambridge 
University Press; 1995. 

16. Akanji AO, Hockaday TD. Acetate tolerance and the kinetics of 
acetate utilization in diabetic and nondiabetic subjects. Am J Clin 
Nutr. 1990;51(1):112-18. 

17. Wolever TM, Spadafora P et al. Interaction between colonic ace- 
tate and propionate in humans. Am J Clin Nutr. 1991;53(3):681-87. 
18. Vogt JA, Pencharz PB et al. L-Rhamnose increases serum pro- 
pionate in humans. Am J Clin Nutr. 2004;80(1):89-94. 

19. Suzuki T, Yoshida S et al. Physiological concentrations of 
short-chain fatty acids immediately suppress colonic epithelial 
permeability. British Journal of Nutrition. 2008;100(2):297-305. 
20. Tolhurst G, Heffron H et al. Short-chain fatty acids stimulate 
glucagon-like peptide-1 secretion via the G-protein-coupled re- 
ceptor FFAR2. Diabetes. 2012;61(2):364-71. 

21. Cherbut C, Ferrier L, et al. Short-chain fatty acids modify colo- 
nic motility through nerves and polypeptide YY release in the rat. 
Am J Physiol. 1998;275(6 Pt 1):G1415-1422. 

22. Vinolo MA, Rodrigues HG et al. Regulation of inflammation by 
short chain fatty acids. Nutrients. 2011;3(10):858-76. 

23. Kovarik JJ, Holzl MA et al. Eicosanoid modulation by the 
short-chain fatty acid N-butyrate in human monocytes. Immuno- 
logy. 2013;139(3):395-405. 

24. Cox MA, Jackson J et al. Short-chain fatty acids act as antiin- 
flammatory mediators by regulating prostaglandin E(2) and cyto- 
kines. World J Gastroenterol. 2009;15(44):5549-57. 

25. Singh N, Gurav A et al. Activation of Gpr109a, receptor for 
niacin and the commensal metabolite butyrate, suppresses colonic 
inflammation and carcinogenesis. Immunity. 2014;40(1):128-39. 
26. Furusawa Y, Obata Y et al. Commensal microbe-derived buty- 
rate induces the differentiation of colonic regulatory T cells. Natu- 
re. 2013;504(7480):446-50. 

27. Smith PM, Howitt MR et al. The microbial metabolites, 
short-chain fatty acids, regulate colonic Treg cell homeostasis. 
Science. 2013;341(6145):569-73. 

28. Trompette A, Gollwitzer ES et al. Gut microbiota metabolism 
of dietary fiber influences allergic airway disease and hematopoie- 
sis. Nat Med. 2014;20(2):159-66. 

29. Lin HV, Frassetto A et al. Butyrate and propionate protect 
against diet-induced obesity and regulate gut hormones via 
free fatty acid receptor 3-independent mechanisms. PloS One. 
2012;7(4):e35240. 


30. Vinolo MA, Hirabara SM et al. G-protein-coupled receptors as 
fat sensors. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic 
Care. 2012;15(2):112-16. 

31. Gao Z, Yin J et al. Butyrate improves insulin sensitivity and in- 
creases energy expenditure in mice. Diabetes. 2009:58(7):1509-17. 
32. Frost G, Sleeth ML et al. The short-chain fatty acid acetate re- 
duces appetite via a central homeostatic mechanism. Nature Com- 
munications. 2014;5:3611. 

33. Kimura I, Inoue D, et al. Short-chain fatty acids and keto- 
nes directly regulate sympathetic nervous system via G pro- 
tein-coupled receptor 41 (GPR41). Proc Natl Acad Sci USA. 
2011;108(19):8030-35. 

34. Fung KYC, Cosgrove L et al. A review of the potential mecha- 
nisms for the lowering of colorectal oncogenesis by butyrate. Bri- 
tish Journal of Nutrition. 2012;108(5):820-31. 

35. Donohoe DR, Collins LB, et al. The Warburg effect dictates the 
mechanism of butyrate-mediated histone acetylation and cell pro- 
liferation. Moll Cell. 2012;48(4):612-26. 

36. Fanelli E, Felline A, Raimondi F, Seeber M. Structure network 
analysis to gain insights into GPCR function. Biochem Soc Trans. 
2016 Apr 15;44(2):613-8. 

37. Vinolo MA, Rodrigues H et al. Tributyrin attenuates obesity-as- 
sociated inflammation and insulin resistance in high-fat fed mice. 
American Journal of Physiology. Endocrinology and Metabolism. 
2012;303:E272-E282. 

38. Kim GW, Yang XI. Comprehensive lysine acetylomes emerging 
from bacteria to humans. Trends Biochem Sci. 2011; 36(4): 211-20. 
39. Vinolo MA, Rodrigues HG, Hatanaka E, Sato FT, Sampaio SC, 
Curi R. Suppressive effect of short chain fatty acids on production 
of proinflammatory mediators by neutrophils. J. Nutr. Biochem. 
2011;22:849-855. 

40. Bingham SA, Day NE et al. Dietary fibre in food and protection 
against colorectal cancer in the European Prospective Investigation 
into Cancer and Nutrition (EPIC): an observational study. Lancet. 
2003;362(9388):1000. 

41. Tabung F, Steck SE et al. Intake of grains and dietary fi- 
ber and prostate cancer aggressiveness by race. Prostate Cancer. 
2012;2012:323296. 

42. Dong JY, He K et al. Dietary fiber intake and risk of breast can- 
cer: a meta-analysis of prospective cohort studies. American Jour- 
nal of Clinical Nutrition. 2011:94(3):900-05. 


Ácidos graxos de cadeia curta 


43. Sengupta S, Muir JG et al. Does butyrate protect from colorec- 
tal cancer? Journal of Gastroenterology and Hepatology. 2006;21(1 
Pt 2):209-18. 

44. West AC, Johnstone RW. New and emerging HDAC inhibitors 
for cancer treatment. J Clin Invest. 2014;124(1):30-39. 

45. de Conti A, Tryndyak V et al. The chemopreventive activity 
of the butyric acid prodrug tributyrin in experimental rat he- 
patocarcinogenesis is associated with p53 acetylation and acti- 
vation of the p53 apoptotic signaling pathway. Carcinogenesis. 
2013;34(8):1900-06. 

46. Kuroiwa-Trzmielina J, Conti A et al. Chemoprevention of rat 
hepatocarcinogenesis with histone deacetylase inhibitors: efficacy 
of tributyrin, a butyric acid prodrug. International Journal of Can- 
cer. Journal International du Cancer. 2009;124(11):2520-27. 

47. Breuer RI, Soergel KH et al. Short chain fatty acid rectal irriga- 
tion for left-sided ulcerative colitis: a randomised, placebo control- 
led trial. Gut. 1997;40(4):485-91. 

48. Delzenne NM, Neyrinck AM et al. Targeting gut microbiota in 
obesity: effects of prebiotics and probiotics. Nature Rev Endocri- 
nology. 2011;7(11):639-46. 

49. Zhang LT, Yao YM, Lu JQ, Yan XJ, Yu Y, Sheng ZY. Sodium 
butyrate prevents lethality of severe sepsis in rats. Shock. 2007 
Jun;27(6):672-7. 

50. Miyoshi M, Sakaki H et al. Oral administration of tributyrin 
increases concentration of butyrate in the portal vein and prevents 
lipopolysaccharide-induced liver injury in rats. Clinical Nutrition. 
2011:30(2):252-58. 

51. Ni YF, Wang J et al. Histone deacetylase inhibitor, butyrate, 
attenuates lipopolysaccharide-induced acute lung injury in mice. 
Respiratory Research. 2010;11:33. 

52. Koretz RL Early enteral supplementation with key pharma- 
conutrients improves sequential organ failure assessment score 
in critically ill patients with sepsis: outcome of a randomized, 
controlled, double-blind trial. Nutrition in Clinical Practice. 
2008;23(4):447-49. 

53. Murakoshi S, Fukatsu K et al. Effects of adding butyric acid 
to PN on gut-associated lymphoid tissue and mucosal immuno- 
globulin A levels. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition. 
2011:35(4):465-72. 


127 


Acidos graxos poli-insaturados 


Dennys Esper Cintra 
Mônica Yamada 
Marcelo Macedo Rogero 


INTRODUÇÃO 


Do ponto de vista biológico, os lipídios são essenciais 
para a sobrevivência humana. Eles contribuíram funda- 
mentalmente para a evolução das espécies, tanto pelo seu 
papel biológico quanto estratégico, no que se refere ao 
seu conteúdo calórico ou ao aumento da durabilidade de 
alimentos com alto teor desse nutriente. 

Uma das funções dos lipídios recentemente desco- 
berta refere-se ao seu papel como componente princi- 
pal da grande massa tecidual que respondia pela manu- 
tenção sistêmica da vida de seres como a drosófila. 
Conhecido como “corpo gorduroso” e representando 
mais de 80% do corpo do inseto, esse tipo de tecido adi- 
poso ancestral era responsável por funções como ma- 
nutenção energética e hormonal, mas principalmente 
pelo controle do sistema imune. Com a evolução, o cru- 
zamento entre espécies resultou na especialização des- 
ses sistemas descritos, separando essas funções. Com 
isso, diferentes espécies começaram a apresentar siste- 
mas isolados responsáveis por controle energético, cir- 
culatório, linfático, imunológico, entre outros. 

Em algum momento da escala evolutiva, tais carac- 
terísticas cruzaram com as humanas, contribuindo para 
a alta especialização dos sistemas, assim como é conhe- 
cido atualmente. Por exemplo, tinha-se a compreensão 
sobre o tecido adiposo humano apenas como um órgão 
de estoque. Após avaliar a capacidade secretória desse 
tecido e encontrar substâncias que não eram derivadas 
de lipídios, com capacidade de atuar em outros siste- 
mas, compreendeu-se também a função endócrina des- 
se tecido. Essa característica parece se tratar de um res- 
quício evolutivo, o que ajuda a explicar a participação 
do sistema imune nesse tecido.!” 


Já com a espécie humana bem definida evolutiva- 
mente, os lipídios novamente apresentaram papel im- 
pactante no avanço das civilizações, quando utilizados 
como conservantes de alimentos. As carnes de caça, mes- 
mo depois de submetidas ao cozimento, apresentavam 
curta durabilidade; todavia, com a imersão da carne na 
gordura, seu tempo de validade aumentava de forma sig- 
nificativa, criando oportunidades de simplificação da vi- 
da para a época e contribuindo para as expansões civili- 
zatórias.” 

Ainda há diversos outros marcos históricos relacio- 
nados à importância dos lipídios para o ser humano, mas 
talvez o principal destaque seja a função energética que 
essas substâncias conferiram aos humanos, garantindo 
fornecimento considerável de calorias em condições des- 
favoráveis, como nos momentos de escassez de alimen- 
tos. No entanto, com o avanço das características da civi- 
lização, a forma como os lipídios têm sido utilizados na 
alimentação desregula a homeostase metabólica em vá- 
rios níveis, trazendo diversas implicações à saúde. No ca- 
so dos lipídios, o consumo elevado desse nutriente tem 
gerado prejuízo das condições de saúde, de grande im- 
pacto epidemiológico. 

Em tempos modernos, com o avanço da ciência da 
nutrição, houve a compreensão de que os lipídios apre- 
sentavam estrutura complexa e não poderiam ser trata- 
dos de forma generalizada. Nesse sentido, os lipídios fo- 
ram sistematizados em “famílias”, de acordo com o 
tamanho de suas cadeias carbônicas. Sua unidade funda- 
mental é chamada de ácido graxo e, portanto, surgiram 
os termos ácidos graxos de cadeia curta (2-4 carbonos), 
média (6-12 carbonos), longa (14-20 carbonos) e muito 
longa (>22 carbonos). Há pequenas divergências na lite- 
ratura científica no que diz respeito ao tamanho das 


cadeias carbônicas; no entanto, e de forma geral, os tama- 
nhos aqui propostos são os de ocorrência mais frequente. 
Posteriormente, foi notada a presença de uma ou mais 
duplas ligações (insaturações) entre essas cadeias carbô- 
nicas, o que culminou em nova nomenclatura para os 
ácidos graxos, consecutivamente chamados de ácidos 
graxos mono (uma insaturação) ou poli-insaturados 
(duas ou mais insaturações). Essas características são 
bem aceitas atualmente; no entanto, as funções no orga- 
nismo de mamíferos exercidas por tais substâncias são 
completamente diferentes, até mesmo entre classes iguais 
de lipídios. Sendo assim, mais uma vez, com o avanço 
científico, demonstrou-se que os lipídios não podem 
mais ter sua interpretação biológica atrelada apenas às 
suas classificações químicas que os inserem dentro de um 
grupo ou família de substâncias. 

Há menos de uma década, acreditava-se que os ácidos 
graxos saturados, mono ou poli-insaturados, apresenta- 
vam respostas biológicas padronizadas de acordo com a 
família à qual pertenciam. Em geral, profissionais da saú- 
de incentivaram substituições das gorduras saturadas da 
alimentação pelas monoinsaturadas ou poli-insaturadas, 
visto que as saturadas apresentavam alta correlação com 
diversos tipos de doenças. No entanto, posteriormente, 
observou-se que ácidos graxos de cadeia curta, mas tam- 
bém saturados, apresentavam respostas biológicas muito 
interessantes para a saúde. Portanto, começou-se a ques- 
tionar se todas as gorduras saturadas seriam prejudiciais à 
saúde. Essas mesmas perguntas foram feitas em relação 
aos demais tipos de lipídios. 


Ácidos graxos poli-insaturados 


Os ácidos graxos poli-insaturados são primariamen- 
te reconhecidos como pertencentes às famílias do ômega 
3 ou do ômega 6. Entre os componentes dessas famílias 
destacam-se os ácidos graxos alfa-linolênico (ALA — 
C18:3), eicosapentaenoico (EPA — C22:5) e docosa-hexae- 
noico (DHA — C24:6) como os principais constituintes da 
família dos ômega 3. A família dos ácidos graxos ômega 6 
é composta principalmente pelos ácidos graxos linoleico 
(AL — C18:2) e araquidônico (AA — C20:4). A abreviação 
que segue à frente do nome do ácido graxo indica o nú- 
mero de carbonos e o número de duplas ligações dessa 
molécula; por exemplo, o C20:4 possui uma estrutura 
que contém 20 carbonos e 4 duplas ligações. 

Já a nomenclatura ômega vem do grego w e indica a 
última letra desse alfabeto. Nomenclaturas específicas 
para ácidos graxos essenciais foram criadas para diferen- 
ciar tais substâncias conforme seu grau de insaturação, 
diferentemente da convenção de Genebra. Tal proposi- 
ção visava alterar a numeração do posicionamento das 


Ácidos graxos poli-insaturados 


insaturações da molécula: em vez de iniciar essa nume- 
ração a partir do radical carboxila (COOH), o sentido 
foi invertido, numerando-se a partir do primeiro carbo- 
no insaturado, justaposto ao grupamento metílico 
(CH). Assim, ácidos graxos poli-insaturados são classi- 
ficados como “ômega 3” quando a primeira insaturação 
está inserida entre os carbonos 3 e 4, a partir do grupo 
metil; da mesma forma, quando a dupla ligação está in- 
serida entre os carbonos 6 e 7, denomina-se “ômega 6”. 
Em termos de nomenclatura, é importante destacar dois 
outros ácidos graxos não essenciais, mas que respeitam a 
mesma regra: o ácido graxo “ômega 7”, com inserção da 
dupla ligação entre os carbonos 7 e 8, e o ácido graxo 
“ômega 9”, com inserção da dupla ligação entre os carbo- 
nos 9 e 10 a partir do grupo metil. Esses últimos ácidos 
graxos podem ser sintetizados em mamíferos a partir de 
dessaturases específicas. Uma coincidência estrutural 
ocorre entre os ácidos graxos alfa-linolênico e gama-li- 
nolênico, o que causa certo grau de confusão, inclusive 
em artigos científicos. Ambos possuem 18 carbonos e 3 
duplas ligações; no entanto, o alfa-linolênico é integran- 
te da família do ômega 3, enquanto o gama-linolênico, 
da família ômega 6. 


Essencialidade dos ácidos graxos ômega 3 e ômega 6 


Ambos os ácidos graxos ômega 3 e 6 são essenciais à 
vida humana e animal. A necessidade de busca por esses 
nutrientes em fontes alimentares se deve à incapacidade 
de sua síntese por mamíferos, por limitações em suas vias 
biossintéticas. O ácido palmítico (C16:0) pode ser sinte- 
tizado endogenamente — síntese de novo — a partir da mo- 
lécula de acetil-CoA. Esse ácido graxo pode ainda ser 
alongado por enzimas chamadas elongases, que inserem 
novos carbonos na molécula. Com 18 carbonos, essa es- 
trutura ganha o nome de ácido esteárico. Ainda, outras 
enzimas, como a delta-9-dessaturase, podem atuar nessa 
mesma estrutura, inserindo duplas ligações e, portanto, 
dessaturando a molécula. Assim, nessa sequência, tem-se 
o ácido oleico, com 18 carbonos e uma dupla ligação 
(C18:1), sendo este o ponto limitante da síntese de ácidos 
graxos insaturados em mamíferos. 

Nos vegetais, a enzima delta-12-dessaturase converte 
o ácido graxo oleico em linoleico (C18:2), e a del- 
ta-15-dessaturase converte o ácido graxo linoleico em 
alfa-linolênico (C18:3). Uma vez que tais produtos são 
consumidos por mamíferos, o processo de biossíntese, 
com elongações e dessaturações, continua. Resumida- 
mente, o ácido linoleico sofre esses processos até dar ori- 
gem ao ácido graxo araquidônico (C20:4). Da mesma 
forma, o ácido alfa-linolênico é bioconvertido a dois im- 
portantes ácidos graxos, o EPA (C20:5) e o DHA (C22:6). 
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No entanto, ainda há muita discussão sobre a efetivida- 
de metabólica na conversão do ácido alfa-linolênico em 
EPA e DHA, acreditando-se que não ultrapasse os 15%. 
De forma geral, a literatura aponta para efetividade en- 
tre 5 e 15% de bioconversão. Portanto, a ingestão dos 
ácidos graxos EPA e DHA deve ser complementada pe- 
lo consumo de alimentos fontes desses nutrientes. 

Além dos pontos limitantes bioquímicos envolvidos 
na síntese dos ácidos graxos, os produtos da metaboliza- 
ção dos ácidos graxos ômega 3 e 6 são outro ponto de 
extrema importância, justificando sua essencialidade. 
Após serem absorvidos pelas células, esses ácidos graxos 
sofrem diversos processos metabólicos, gerando substân- 
cias fundamentais à vida humana. Entre essas substâncias 
estão os autacoides, que são metabólitos fundamentais 
para várias funções orgânicas, entre elas a manutenção 
do sistema imune e a síntese de leucotrienos, de prosta- 
glandinas, de prostaciclinas e de tromboxanos.” 

Em 1979, Dyerberg e Bang’? constataram que os es- 
quimós da Groenlândia apresentavam baixa incidência 
de doenças coronarianas em comparação às demais po- 
pulações mundiais. Após anos de investigação, obser- 
vou-se que essa população tinha hábito alimentar pecu- 
liar, com alto consumo de peixes, focas e outros animais 
marinhos que, naquela região, são riquíssimos em ácidos 
graxos ômega 3. Apesar de terem estabelecido correlação 
interessante entre a baixa incidência de mortes por doen- 
ças cardiovasculares e o alto consumo de alimentos ricos 
em ômega 3, ainda se desconhecia os possíveis mecanis- 
mos controladores desse fenômeno. 

Todavia, os pesquisadores notaram alta mortalidade 
por hemorragia e, poucos anos depois, identificaram os 
eicosanoides como participantes desse processo, sendo 
um deles o tromboxano A2 (TXA2), que é responsável 
por induzir agregação plaquetária, ao mesmo tempo em 
que tem sua produção reduzida competitivamente pelos 
ácidos graxos ômega 3. Seguindo essa lógica, anos mais 
tarde adotou-se a ingestão de ácidos graxos ômega 3 co- 
mo estratégia nutricional para tratamentos de enfermi- 
dades relacionadas a eventos tromboembólicos, nos 
quais o ômega 3 demonstrou potente atividade trombo- 
lítica justamente por inibir a síntese do tromboxano A2 
em detrimento da produção do tromboxano A3. Os áci- 
dos graxos ômega 6 também compõem esse mecanismo, 
no entanto, com funções também bastante específicas. 
Tal descrição ilustra um período crítico e interessante no 
descobrimento da função desses mediadores lipídicos; 
contudo, a atividade das prostaglandinas, a qual se des- 
creve a seguir, é de fundamental importância. 


Biossíntese das prostaglandinas 


No que se refere ao estudo das prostaglandinas, des- 
taca-se o mecanismo de ação do fármaco mais conhecido 
no mundo, o ácido acetilsalicílico (AAS). Hipócrates já 
havia descrito que as cascas da árvore do salgueiro (da 
família das Salicaceae), quando colocadas sobre as feridas 
dos enfermos da época (1300 a.C.), promoviam rápido 
alívio da dor e supressão da febre. No século XIX, outros 
sintomas, além da dor, foram atrelados à melhora das en- 
fermidades, como calor, rubor e tumor no local da lesão.” 
Ao longo do século XX, muito se especulou sobre a forma 
de ação do AAS e investigou-se sobre sua participação 
também na via das prostaglandinas, a qual também foi e 
continua sendo bastante investigada." 

A história mecanística dos derivados dos salicilatos, 
assim como dos derivados lipídicos, está interligada. Fi- 
siologicamente, é necessária a entrada de ácidos graxos na 
célula para a produção de mediadores importantes. Os 
principais ácidos graxos componentes da membrana ce- 
lular são o ácido araquidônico (AA) e o EPA. Por intermé- 
dio da enzima fosfolipase A2 (PLA2), tais ácidos graxos 
são desprendidos dos fosfolipídios da membrana e libera- 
dos para o interior da célula. A demanda desse processo 
está relacionada ao tipo e à quantidade de ácidos graxos 
presentes na alimentação do indivíduo. O AA é o princi- 
pal constituinte dos fosfolipídios de membrana; no entan- 
to, caso o consumo de EPA seja elevado, isso será refletido 
na redução da razão AA:EPA na membrana plasmática. 
Uma vez disponível no interior da célula, cada molécula 
poderá ser convertida em eicosanoides específicos. ++"? 

O AA pode ser bioconvertido por duas enzimas especi- 
ficas, a lipoxigenase (LIPOOX) ou a ciclo-oxigenase-1 
(COX-1). Quando bioconvertido pela LIPOOX, dará ori- 
gem aos leucotrienos, substâncias envolvidas em diversas 
etapas na regulação do sistema imune. Entre os principais 
leucotrienos estão o hidroxieicosatetraenoico (HETE), o hi- 
droxiperoxieicosatetraenoico (HPETE), os leucotrienos das 
séries A (LTA,), B (LTB,) e C (LTC), entre outros. Cada 
substância apresenta atividade específica, como capacidade 
de promover adesão e quimiotaxia de leucócitos, fagocitose, 
liberação de espécies reativas de oxigênio, entre outras. Caso 
o AA seja convertido pela enzima COX-1, será transforma- 
do nos eicosanoides prostaglandinas (PGE, ), prostaciclinas 
(PGL) e tromboxanos (TXA,). Da mesma forma, essas 
substâncias têm atividades específicas, como controle da va- 
sodilatação ou da vasoconstrição, broncodilatação, ativação 
de células polimorfonucleares, agregação plaquetária, entre 
outras. Cabe destacar que existem “séries” que determinam 
a funcionalidade de tais substâncias (leucotrienos ou pros- 
taglandinas), as quais são classificadas como par (2 e 4) ou 
ímpar (3 e 5). 


Similarmente, ácidos graxos do tipo EPA podem ser 
substratos das mesmas enzimas, LIPOOX e COX-1. No 
entanto, quando isso ocorre, o produto final apresenta 
grande semelhança, porém pequenas modificações em sua 
estrutura química, o que altera de forma significativa sua 
ação final, em comparação aos derivados do AA. Portanto, 
eicosanoides derivados do EPA por meio da ação da LI- 
POOX originam os leucotrienos HETE, HPETE, LTA,, 
LTB., LTC,, entre outros, porém de série ímpar. Do mesmo 
modo, quando o EPA é substrato da COX-1, é convertido 
em prostaglandinas e leucotrienos de série impar, como a 
PGE, a PGI, eo TXA, (Figura 10.1). 
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Essa alteração na série determina mudança na estru- 
tura dos eicosanoides; mais especificamente, o ponto de 
inserção de algumas duplas ligações na molécula é altera- 
do. Cabe destacar que, embora a alteração na configura- 
ção da molécula seja pequena, o impacto na função des- 
sas substâncias é muito importante, como descrito a 
seguir. Além disso, apesar de terem sido transformadas 
em outras substâncias, todas elas possuem características 
de lipídios, pois foram modificadas pela LIPOOX ou pela 
COX-1 a partir do AA ou do EPA. 

Por meio da suplementação parenteral ou enteral de 
ácidos graxos poli-insaturados ômega 3 ocorre o aumen- 


Induzida 


Figura 10.1 Produção dos eicosanoides biossinteticamente derivados de ácidos graxos poli-insaturados ômega 6 e ômega 3. A: A enzima fosfo- 
lipase A2 (PLA,) removendo do fosfolipídio moléculas de ácidos graxos para o interior celular. B: Após a liberação do ácido graxo para o interior 
da célula, tanto o ácido graxo araquidônico (AA) como o eicosapentaenoico (EPA) podem ser biocorvertidos em leucotrienos (LT) pela enzima 
lipoxigenase (LIPOOX), com os derivados do AA dando origem a subprodutos de série par (4) e os do EPA, a subprodutos de série ímpar (5). C: 
Ciclo-oxigenase 1 (COX-1) é uma enzima constitutiva dos tecidos em qualquer situação, convertendo AA e EPA em subprodutos específicos 
chamados de prostaglandinas (PGE). Como em B, tais substâncias também carregam características da estrutura de seus antecessores, sendo, 
portanto, os derivados do AA de série par (2) e os do EPA de série ímpar (3). D: A enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) é induzida por estresse tecidual, 
principalmente pela inflamação. Mais potente que a COX-1, a COX-2 tem alta capacidade de conversão dos ácidos graxos em prostaglandinas. 
Contudo, as prostaglandinas derivadas do EPA possuem efeitos antagônicos aos do AA. HETE: hidroxieicosatetraenoico; HPETE: hidroxiperoxiei- 
cosatetraenóico; PGI: prostaciclina; TXA: tromboxanos. 
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to da razão ômega 3:ômega 6 nos fosfolípidios presentes 
na membrana celular de diversos tecidos. Estudos demons- 
traram que o pré-tratamento dietético com ômega 3 in- 
fluencia favoravelmente a resposta fisiopatológica a en- 
dotoxinas e exerce efeito modulatório relevante sobre a 
biologia de citocinas e eicosanoides. A via mais comum 
pela qual lipídios podem modular a biologia de citocinas 
pró-inflamatórias refere-se à alteração da composição de 
ácidos graxos da membrana celular. Como consequência 
dessa alteração, dois fenômenos inter-relacionados po- 
dem ocorrer: a alteração da fluidez da membrana e a al- 
teração nos produtos que surgem a partir da hidrólise 
dos fosfolípidios de membrana." 

Alterações na constituição de fosfolípidios de mem- 
brana influenciam diretamente a síntese de mediadores 
derivados de lipídios, como os eicosanoides. Sendo assim, 
a suplementação de ômega 3 provoca competição entre o 
EPA e o AA como precursores da síntese desses eicosanoi- 
des. Essa competição favorece a síntese de prostaglandi- 
nas e leucotrienos das séries 3 e 5, respectivamente, em 
detrimento de prostaglandinas e trombroxanos da série 2 
e leucotrienos da série 4, os quais apresentam proprieda- 
des pró-inflamatórias mais marcantes.'*!° Portanto, o AA 
é potencialmente pró-inflamatório, enquanto a presença 
de ácidos graxos poli-insaturados ômega 3 limita esse 
efeito, uma vez que prostaglandinas e tromboxanos de sé- 
ries 3 e leucotrienos de séries 5 apresentam potencial 
pró-inflamatório reduzido. Cabe ressaltar que a imuno- 
modulação exercida por ácidos graxos poli-insaturados é 
dependente da razão ômega 3:ômega 6 presente em 
emulsões lipídicas. Uma razão ômega 3:ômega 6 balan- 
ceada de 1:2 não prejudica a resposta imune, ao passo que 
quantidade elevada de ômega 3 ou ômega 6 exerce efeitos 
imunossupressores.!>!>!8 


O processo inflamatório clássico e a participação 
das prostaglandinas 


São várias as características que elucidam o processo 
inflamatório tradicional, que apresenta quatro sinais car- 
dinais: dor, calor, rubor e tumor. Descreve-se aqui, breve- 
mente, a participação das prostaglandinas nesse processo. 

Quando um tecido é afetado a ponto de desencadear 
uma resposta pró-inflamatória intensa, como quando há 
a penetração de objeto perfurocortante na pele, quase 
imediatamente observam-se as características inflamató- 
rias mencionadas. Nesse contexto, a enzima responsável 
pela intensidade da resposta inflamatória é a enzima 
COX-2, que atua apenas em condições nas quais há algu- 
ma agressão tecidual. A COX-2 é produzida mediante 
ativação de sinalização inflamatória, como aquelas me- 
diadas pelos receptores do tipo Toll (TLR), pelo receptor 


do fator de necrose tumoral-alfa (TNFR), pelo receptor 
de interleucina 1-beta (IL-1R), entre outros.” 

Dependendo da intensidade da resposta inflamatória 
mediada por tais receptores, um ponto em comum entre 
essas vias é a ativação da COX-2. Sua função é idêntica à 
da COX-1; no entanto, sua potência é muito maior. A jus- 
tificativa para esse aumento de potência é a alta efetivida- 
de que essa molécula apresenta em converter o AA em 
prostaglandinas, o que intensifica a atividade das funções 
descritas anteriormente. Por exemplo, em relação à PGE2, 
constata-se aumento da capacidade de promover vasodi- 
latação, enquanto há maior agregação plaquetária induzi- 
da pelo TXA2. Tais características são absolutamente 
plausíveis, pois, caso tenha ocorrido laceração tecidual, 
com consequente entrada de micro-organismos, os TXA2 
induzem a agregação plaquetária para estancamento he- 
morrágico, assim como as PGE2 induzem maior vasodi- 
latação para que células do sistema imune cheguem rapi- 
damente ao local, neutralizando os micro-organismos 
invasores. Contudo, a ativação desse sistema pode, por 
vezes, causar edema e dor na região afetada. Nesse ínte- 
rim, qualquer substância que aliviasse tal condição, sem 
perder a eficácia da resposta orgânica, teria impacto posi- 
tivo na resolução da inflamação." 

O ácido salicílico teve seu mecanismo de ação descri- 
to a partir da década de 1940 e, até os dias atuais, estudos 
sobre esse fármaco e sua ação na produção de prostaglan- 
dinas têm propiciado o conhecimento de novas ações na 
resposta inflamatória. Ele é capaz de bloquear a ação da 
COX-2, atenuando as características da inflamação; no 
entanto, não é um fármaco específico, uma vez que blo- 
queia também a ação da COX-1. Cabe ressaltar que os 
efeitos colaterais observados na terapêutica com o ácido 
salicílico ou derivados salicílicos são oriundos dessa con- 
dição. Com o avanço das ciências farmacêuticas e para 
atenuar principalmente a condição de dores epigástricas 
por inflamação no assoalho gástrico (gastrite), a qual, 
por vezes, evolui com perfurações (úlceras), a indústria 
acrescentou a molécula de acetil em sua estrutura quími- 
ca, formando então o AAS, um dos anti-inflamatórios 
mais antigos, comuns e estudados no mundo. Tal ação 
atenuou os efeitos gástricos negativos, mas não os elimi- 
nou.” 

A partir das observações sobre os processos mecanis- 
ticos da inflamação, estas foram associadas à redução da 
inflamação mediada pelos ácidos graxos ômega 3. Caso o 
indivíduo tenha ingestão adequada de ômega 3, a consti- 
tuição das membranas celulares repercutirá tal caracte- 
rística, sendo composta também por EPA e DHA. O EPA, 
quando liberado para o interior celular, poderá também 
servir de substrato para a enzima COX-2, a qual poderá 
convertê-lo em prostaglandinas, mas como referido ante- 


riormente, de série ímpar. Além disso, por mais que a ca- 
pacidade da COX-2 em gerar substratos seja alta, os deri- 
vados do EPA apresentam ações atenuadas ou antagônicas 
em comparação àqueles oriundos do AA, reduzindo de 
forma significativa a intensidade do processo inflamató- 
rio.” 

Em meados da década de 1980, a observação da mo- 
dulação do processo inflamatório pelos ácidos graxos 
ômega 3 firmou-se como sendo o principal mecanismo 
anti-inflamatório exercido por essas substâncias. Contu- 
do, já no início da década de 2000, outros alvos molecu- 
lares para o ômega 3, em pontos na cascata bioquímica 
anteriores à COX-2, foram observados. Em 2003, desta- 
cou-se o fator nuclear kappa B (NF-kB)” e, em 2004, a 
quinase do inibidor do kappa B (IKK).” Contudo, ape- 
nas em 2010 surgiu, de forma robusta, a descrição meca- 
nística anti-inflamatória exercida pelos ácidos graxos 
ômega 3, conforme será descrito posteriormente. Postu- 
lou-se até mesmo possível atividade anti-inflamatória do 
ômega 3 em razão dessa molécula impedir a conexão en- 
tre o lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano ou ácidos gra- 
xos saturados aos receptores de sistema imune TLR2 e 
TLR4 (Figura 10.2). Apesar de muitos avanços terem si- 
do obtidos nessa área, tal hipótese, mesmo desacredita- 
da, ainda não foi descartada. No entanto, a modulação 
da produção de prostaglandinas continua sendo fenô- 
meno importante a ser considerado no tônus da resposta 
inflamatória, pois, apesar de os ácidos graxos ômega 6 
serem essenciais à vida, sabe-se que há um limite para o 
seu consumo saudável e, após a superação desse limite, 
uma das principais repercussões observadas é sua parti- 
cipação na intensificação da resposta inflamatória.*? 

Por exemplo, quando um pequeno ferimento ocorre 
na pele, o processo inflamatório pode ser intenso caso o 
indivíduo apresente consumo elevado de ômega 6 em re- 
lação ao ômega 3. Há muita discussão na literatura sobre 
a proporção ideal entre esses ácidos graxos, normalmente 
recomendando-se três partes de ômega 6 para uma parte 
de ômega 3 (3:1), até 5:1. Nesse contexto, a partir de uma 
proporção de 7:1 de ômega 6 em relação ao ômega 3, já 
pode ocorrer modulação positiva da resposta inflamató- 


ria. 


ÁCIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS E 
EXPRESSÃO GÊNICA 


Receptores acoplados à proteína G 


Até meados dos anos 2000, ainda se especulava mui- 
to sobre os possíveis mecanismos de ação exercidos pelos 
diversos ácidos graxos, principalmente o ômega 3, em re- 
lação aos seus efeitos benéficos. Acreditava-se, em geral, 
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que os ácidos graxos eram capazes de se incorporar às 
membranas lipídicas, tornando-se parte delas ou sim- 
plesmente acessando o interior celular pela difusão na 
membrana. Posteriormente, postulou-se a hipótese de 
receptores de membrana para ácidos graxos, como as 
proteínas ligadoras de ácidos graxos (FABP, fatty acid 
binding protein). Pouco mais tarde foi evidenciada tam- 
bém a presença dessas FABP no interior celular, condu- 
zindo os ácidos graxos às organelas.” 

Inicialmente, os receptores acoplados à proteína G 
(GPCR, G protein-coupled receptor) foram denominados 
receptores órfãos, pois seus ligantes não eram conheci- 
dos. Posteriormente, alguns desses receptores foram des- 
critos como reconhecedores de ácidos graxos, surgindo a 
hipótese de serem esses os receptores responsáveis pela 
captação de ácidos graxos e pelo transporte do meio ex- 
tra para o intracelular. Mesmo após sua descoberta, a 
função desses receptores ainda permanecia desconheci- 
da, principalmente em razão do fato de que apresenta- 
vam homologia de reconhecimento para diversas outras 
substâncias, como hormônios, neurotransmissores, pe- 
quenos peptídeos e esteroides.” 

Com o avanço dos estudos em biologia molecular, a 
afinidade dos ácidos graxos por seus respectivos recepto- 
res foi sendo descrita. Tornaram-se conhecidos os recep- 
tores para ácidos graxos saturados de cadeias curta 
(GPR41 e 43), média (GPR84) e longa (GPR40 e 120) 
(Figura 10.3). Outro fato importante foi a determinação 
da expressão desses receptores em diferentes tecidos, pois 
assim como ocorre com outras proteínas, um mesmo re- 
ceptor apresenta diferentes níveis de expressão, depen- 
dendo do tecido avaliado.” 

Em 2010, um importante trabalho descobriu a fun- 
ção para o receptor GPR120. Inicialmente, descreveram- 
-se os ácidos graxos capazes de se ligar ao GPR120, os 
quais, de acordo com o grau de afinidade, são: DHA 
(ômega 3), EPA (ômega 3), palmitoleico (ômega 7) e 
oleico (ômega 9). Ácidos graxos ômega 6 aparentemente 
não possuem nenhuma afinidade por esse receptor. Sen- 
do assim, seria possível especular que suas ações iniciais 
são independentes das proporções consumidas entre 
ômega 3 e ômega 6. Ainda, o GPR120 parece ser capaz de 
incorporar ácidos graxos ao meio intracelular, sendo essa 
uma nova proposta para a captação intracelular de ácidos 
graxos. 

Ainda que essas grandes descobertas tenham auxilia- 
do na compreensão de diversas controvérsias entre a cap- 
tação intracelular e a função dos ácidos graxos, há muito 
a ser descrito sobre sua sinalização intracelular. Por exem- 
plo, o GPR40 apresenta alta afinidade pelo ácido graxo 
oleico, porém ácidos graxos ômega 3 também apresentam 
relativa capacidade de conexão e ativação desse receptor, 
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Figura 10.2 Hipóteses da mecanística anti-inflamatória dos ácidos graxos ômega 3. A-B: A concepção na modulação das ciclo-oxigenases como 
mecanismo anti-inflamatório dos ácidos graxos ômega 3 durou de 1979 a meados de 2003, quando Ross et al.” apontaram o fator nuclear kappa B 
(NF-kB) como alvo. C: Ainda em 2003, Whitehouse e Tisdale mostraram a inibição do inibidor de kappa B (IkB) pelo ômega 3, independentemente 
da desativação de receptores do tipo Toll (TLR). D: Em 2010, o grupo liderado por Jerrold Olefsky* demonstrou a inibição da proteína quinase 1 
ativada pelo fator de transformação de crescimento beta (TAK-1) pelos ácidos graxos ômega 3. E: Em 2008, Gabler et al.*' mostraram também a pos- 
sibilidade de os ácidos graxos ômega 3 reduzirem a participação dos TLR na transdução do sinal inflamatório. DD: domínio de morte do receptor do 
TNF; IKK: quinase do inibidor de kappa B; IkB-alfa: inibidor de kappa B alfa; JNK: c-jun quinase amino terminal; LPS/SAT: lipopolissacarídeo/ácidos 
graxos saturados; MyD88: fator de diferenciação mieloide 88; TLR-4: receptor do tipo Toll 4; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa; TNF-alfa-R: 


receptor do fator de necrose tumoral alfa; ômega3: ácido graxo ômega 3. 


bem como os ácidos graxos ômega 6, ainda que em me- 
nor grau. As respostas induzidas serão diferentes de acor- 
do com o sítio de ligação de cada ácido graxo ao receptor. 
Nesse sentido, é importante destacar que devem ser con- 
sideradas as características genéticas de cada indivíduo, 
uma vez que polimorfismos de nucleotídeo único já fo- 
ram descritos nos genes desses receptores e podem resul- 
tar em alteração de suas funções.” 

Com o intuito de descrever a função do receptor 
GPR120, pesquisadores demonstraram em células de 


tecido adiposo que ácidos graxos ômega 3 se ligam ao 
GPR120. Depois da ligação, o próprio receptor dispara si- 
nais intracelulares que alteram o comportamento celular, 
antes mesmo de o ácido graxo ser incorporado pela célula. 
A proteína beta arrestina parece ser a primeira a ser ativa- 
da pelo receptor. Sua função é a de sequestrar e arrastar 
outras proteínas no interior celular. Quando o ômega 3 se 
liga ao GPR120, a beta arrestina se move até esse receptor, 
acoplando-se e arrastando-o para o interior da célula, jun- 
tamente com o ácido graxo que estava do lado de fora.”* 
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Figura 10.3 Receptores de ácidos graxos. GPR120: receptor principal dos ácidos graxos docosa-hexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA) e 
alfa-linolênico (ALA); reconhece também o ácido graxo oleico, mas com baixa intensidade. GPR40: reconhecedor principal dos ácidos graxos 
monoinsaturados oleico e palmitoleico. GPR84: reconhecedor principal de ácidos graxos de cadeia média. GPR41 e 43: reconhecedores principais 
dos ácidos graxos de cadeia curta. AGCL: ácido graxo de cadeia longa; AGCM: ácido graxo de cadeia média; AGCC: ácido graxo de cadeia curta. 


Sabe-se há algumas décadas que o ômega 3 é um po- 
tente agente anti-inflamatório. Durante esse tempo, sua 
ação anti-inflamatória foi atribuída à sua capacidade de 
modular a síntese de eicosanoides. Posteriormente, des- 
creveu-se que a alta concentração de prostaglandinas 
oriundas do processo inflamatório está relacionada à ati- 
vação do fator de transcrição NF-kB, por meio da indução 
da expressão gênica da COX2. Neste momento, postu- 
lou-se que talvez os ácidos graxos ômega 3 reduziriam o 
processo inflamatório por inibirem a via de sinalização 
do NF-kB (ver Figura 10.2). No trabalho de Oh et al.;* 
demonstrou-se também que, quando ha processo infla- 
matório deflagrado, o ômega 3 se liga ao GPR120 e induz 
a mesma sinalização descrita anteriormente, atraindo para 
si a proteína beta arrestina. Contudo, o deslocamento da 
beta arrestina em direção ao GPR120 arrasta consigo pro- 
teínas chamadas de TAB (TABI, 2 e 3), as quais são funda- 
mentais na ativação do processo inflamatório desencadea- 
do pelos TLR e de citocinas, como TNF-alfa, IL-1beta e 
IL-6. Como as sinalizações ocorrem em cascata, a beta ar- 
restina, ao ser atraída para o GPR120, sequestra a Tab-1/2 
e desarticula a transdução inflamatória, impedindo que o 


NF-kB seja ativado e que a inflamação seja efetivamente 
deflagrada (Figura 10.4).* 

Os fatores 6 e 2 associados ao receptor do fator de 
necrose tumoral citoplasmático (TRAF-6 e TRAF-2), re- 
lacionados às vias de sinalização dos receptores TLR4 e 
TNF-alfa, respectivamente, apresentam em comum a ca- 
pacidade de ativar a proteína TAK-1.*4 Para que a TAK-1 
seja fosforilada e ativada, ela precisa das proteínas 
TAB-1/2. Desta forma, quando os receptores TLR4 ou de 
citocinas são ativados, as proteínas TAB são recrutadas 
do citoplasma e se ligam à TAK-1. Nesse momento, as 
TAB ajudam a expor um sítio de ligação na TAK-1 para 
ubiquitinas. A TAK-1 é então ubiquitinada e esse proces- 
so induz sua fosforilação. Uma vez fosforilada, a TAK-1 
é capaz de transduzir seu sinal para a IKK, que dá con- 
tinuidade à via clássica inflamatória mediada pelo 
NF-kB (Figura 10.4). Portanto, a proteína TAK-1 tem 
atividade central nas vias inflamatórias, sendo alvo im- 
portante para estratégias anti-inflamatórias. A capaci- 
dade anti-inflamatória dos ácidos graxos ômega 3 está 
justamente relacionada à desarticulação do complexo 
TAK-1-TAB-1/2-ubiquitina.*> 
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Figura 10.4 Mecanismo anti-inflamatório de ácidos graxos ômega 3. A: Os ácidos graxos docosa-hexaenoico (DHA), eicosapentaenoico (EPA) ou 
alfa-linolénico (ALA) se ligam ao receptor GPR120, recrutando a proteina beta arrestina para sua base. B: A proteina beta arrestina, quando ativada 
pelo GPR120, resgata as proteínas TAB-1/2 do complexo proteico inflamatório disparado pelos receptores das citocinas ou da via do TLR. C: O com- 
plexo TAK-1-TAB-1/2-ubiquitina é desarticulado pela beta arrestina; consequentemente, a IKK é desfosforilada, rompendo com o círculo vicioso 
inflamatório. DD: domínio de morte do receptor do TNF; IkB-alfa: inibidor de kB-alfa; IKK: quinase do inibidor de kappa B; JNK: quinase c-Jun amino 
terminal; LPS: lipopolissacarídeo; SAT: gordura saturada; GPR120: receptor 120 acoplado à proteína G; MyD88: fator de diferenciação mieloide 88; 
NF-kB: fator nuclear kappa B; TAB-1/2: proteína 1/2 de ligação a TAK-1; TAK-1: proteína quinase 1 ativada por fator de crescimento transformador 
beta; TLR: receptor do tipo Toll, TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa; TNF-alfa-R: receptor do fator de necrose tumoral alfa; UB: ubiquitina. 


Diversos são os tecidos que expressam o GPR120 de 
forma constitutiva. Dentre os principais, com funções 
parcialmente descritas, estão o pâncreas e a língua. Ago- 
nistas do GPR120 têm sido utilizados na tentativa de au- 
mentar a secreção de insulina. É certo que a ação direta no 
GPR120 no pâncreas possa ter algum efeito; no entanto, 
caso a substância seja ministrada por via oral, o intestino 
parece ter papel importante nessa ação, uma vez que tal 
receptor pode aumentar a secreção de peptídeo seme- 
lhante ao glucagon 1 (GLP-1) na corrente sanguínea, hor- 


mônio que intensifica a secreção pancreática de insulina. 
Após o ácido graxo ser absorvido do intestino para a cor- 
rente sanguínea, ainda pode se ligar em seus receptores 
pancreáticos, intensificando ainda mais a liberação de in- 
sulina. Contudo, o GPR120 não executa sozinho esse me- 
canismo, uma vez que seu receptor homólogo, o GPR40, 
também parece desempenhar a mesma função, sem me- 
canismo claramente descrito. Já na lingua, mais especifi- 
camente nas papilas valadas, os ácidos graxos ômega 3 se 
ligam ao GPR120 e parecem ativar respostas neurológicas 


de maneira direta. Ainda não se tem conhecimento sobre 
sua função ou mesmo mecanismo; contudo, especula-se 
que relaciona-se ao papel regulatório da fome.” 


O mecanismo pelo qual ácidos graxos ômega 6 de- 
sempenham suas funções por meio de receptores do 
tipo GPCR ainda permanece obscuro, necessitando ser 
mais investigado. Contudo, as antigas discussões sobre 
as proporções de ingestão entre ômega 6 e ômega 3 se 
mantêm válidas. Nesse sentido, o avanço de estudos de 
nutrigenômica poderá demonstrar todas as potenciali- 
dades, essencialidades e particularidades desses ácidos 
graxos na transdução de sinais, tanto em humanos quan- 
to em animais. 


Proteína de ligação ao elemento regulatório de esterol 


A proteína de ligação ao elemento regulatório de es- 
terol (SREBP) é o principal fator de transcrição responsá- 
vel por regular a expressão de genes hepáticos envolvidos 
no metabolismo de ácidos graxos (SREBF1) e na síntese 
de colesterol (SREBF2). O SREBP é sintetizado como 
proteína precursora inativa e encontra-se no retículo en- 
doplasmático associado à proteína ativadora da clivagem 
de SREBP (SCAP), sendo o complexo ancorado pela pro- 
teína Insig (insulin-induced gene 1 protein). Em condições 
de baixas concentrações de esteróis, o complexo SREBP/ 
SCAP dissocia-se da Insig, translocando-se para o com- 
plexo de Golgi via transportador vesicular. No complexo 
de Golgi, o SREBP se dissocia da SCAP, o que desenca- 
deia clivagens proteolíticas, liberando o fragmento ativo 
do SREBP, que é responsável por ligar-se ao elemento de 
resposta na região promotora dos genes alvos.” 

O SREBP não é regulado apenas por esteróis, mas 
também pode ser modulado por ácidos graxos poli-insa- 
turados. Estudos mostram que os ácidos graxos poli-in- 
saturados são capazes de inibir a transcrição de genes li- 
pogênicos por meio da redução da atividade do fator de 
transcrição SREBP-1c. Embora os mecanismos não te- 
nham sido totalmente esclarecidos, sugere-se que os áci- 
dos graxos poli-insaturados modulem a expressão do 
SREBP por inibir a clivagem proteolítica e a liberação do 
SREBP no retículo endoplasmático, bem como por su- 
primir a expressão gênica de SREBF1.º 

Um possível alvo dos ácidos graxos poli-insaturados 
é a proteína ligada à membrana do retículo endoplasmá- 
tico Ubxd8, responsável por facilitar a degradação da 
Insig-1, induzindo a ativação do SREBP. Nesse sentido, 
os ácidos graxos poli-insaturados parecem reduzir a ati- 
vidade da Ubxd8, mantendo o complexo SREBP/SCAP 
no retículo endoplasmático, inibindo assim a ativação 
do SREBP.*! Além disso, os ácidos graxos poli-insatura- 
dos podem diminuir a expressão de RNAm do SREBP 
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por antagonizar a atividade do receptor X hepático alfa 
(LXR-alfa), que é essencial para a transcrição do 
SREBP- 1.47 

Estudos in vivo também demonstram efeito hipoco- 
lesterolémico dos ácidos graxos poli-insaturados, em es- 
pecial daqueles derivados de óleo de peixe.'*º Em ca- 
mundongos adultos, o consumo de uma dieta 
hiperlipídica (60% do valor energético) rica em óleo de 
peixe (7% EPA; 24% DHA), por cinco meses, foi capaz de 
reduzir a concentração hepática de triacilgliceróis e de 
colesterol em comparação à dieta hiperlipídica rica em 
ômega 6 proveniente do óleo de cártamo. Tal efeito hipo- 
lipidêmico foi associado à redução da expressão de 
SREBP1 e SREBP2, tanto na sua forma precursora quan- 
to madura, resultando, consequentemente, em menor 
expressão de genes relacionados ao metabolismo lipidi- 
co, como o que codifica o receptor de LDL (Ldlr) e aque- 
les que codificam as enzimas 3-hidroxi-3-metilgluta- 
ril-CoA redutase (Hmgcr) e ácido graxo sintase (Fas).*° 


Receptores ativados por proliferadores de 
peroxissomos 


Os receptores ativados por proliferadores de peroxis- 
somos (PPAR) pertencem à superfamília dos receptores 
nucleares induzidos por ligantes. Até o momento, três 
isotipos de PPAR foram identificados: PPAR-alfa, expres- 
so predominantemente no fígado; PPAR-gama, expresso 
no tecido adiposo e nas células do sistema imune; e 
PPAR-beta/delta, expresso ubiquamente.‘”** Dependen- 
do do local em que são expressos, esses receptores desem- 
penham funções biológicas específicas (Tabela 10.1). 

Ácidos graxos poli-insaturados são ligantes naturais 
dos PPAR” e contêm três elementos essenciais para tal li- 
gação: grupo carboxílico, cadeia longa e região terminal 
hidrofóbica. Outros metabólitos derivados de ácidos gra- 
xos, como ácidos graxos oxidados e eicosanoides, também 
são ligantes dos PPAR. Após a ligação do ácido graxo ou 
do seu metabólito no sítio de ligação do PPAR, ocorre 
mudança conformacional do receptor, resultando na for- 
mação de um heterodímero com o receptor de retinoide X 
(RXR). O heterodímero PPAR-RXR então se liga ao ele- 
mento de resposta ao proliferador de peroxissomo (PPRE) 
na região promotora do respectivo gene alvo, permitindo 
o recrutamento de coativadores e o desligamento de cor- 
repressores, o que resulta na ativação da transcrição 
gênica.” 

Os PPAR também podem reprimir a expressão de 
certos genes por interferirem negativamente com outros 
fatores de transcrição, mecanismo denominado transre- 
pressão. Dentre os fatores de transcrição transreprimidos 
pelos PPAR estão o NF-kB, a proteína ativadora (AP-1) e 
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a proteína estimuladora de ligação de CCAAT (C/EBP). 
Essa transrepressão envolve interações físicas com outros 
fatores de transcrição, bem como regulação da atividade 
de proteínas quinases e competição entre cofatores.” 

O PPAR-alfa apresenta importante papel no catabo- 
lismo lipídico, regulando indiretamente o metabolismo 
da glicose e a sensibilidade à insulina.” Estudos com ani- 
mais knockout para o gene que codifica o PPAR-alfa con- 
firmam seu papel no controle na expressão de diversos 
genes envolvidos no metabolismo lipídico hepático 
(Apoal, Apoa2 e Apoa5), na oxidação de ácidos graxos 
(Acoxl, Cptal e Cpt2), no processo de dessaturação 
(Fads6), no metabolismo do HDL (Pltp) e na síntese de 
corpos cetônicos (Hmgcs2).? Estudos mostram que áci- 
dos graxos ômega 3 apresentam maior efetividade na ati- 
vação do PPAR-alfa do que os ácidos graxos ômega 6. 
Essa ativação provoca a transcrição de genes envolvidos 
na betaoxidação lipídica, além de estar relacionada com o 
aumento do gasto energético e a menor síntese de lipo- 
proteína de muito baixa densidade (VLDL).* Em contra- 
partida, a ativação deficiente do PPAR-alfa resulta na re- 
dução na oxidação de ácidos graxos e favorece o 
desenvolvimento da esteatose hepática. 

Estudos demonstraram também efeito anti-inflama- 
tório dos ácidos graxos poli-insaturados mediado por 
PPAR-alfa, os quais interagem com as proteínas p65 e 
c-Jun, reprimindo a expressão de genes pró-inflamató- 


rios das vias do NF-kB e da AP-1.°'°° Corroborando com 
esse dado, estudos com roedores mostraram efeito an- 
ti-inflamatório da suplementação com óleo de peixe, rico 
em EPA e DHA. Tal efeito foi mediado via ativação do 
PPAR-alfa e repressão do NF-kB no fígado, sugerindo 
ação antagonista do PPAR na transcrição do NF-kB.**” 

Embora os estudos sejam controversos, sugere-se 
que o PPAR-beta/delta esteja envolvido na regulação da 
adipogênese e da diferenciação de adipócitos, bem como 
no metabolismo de lipídios e no gasto energético. Em 
modelos animais, o PPAR-beta serve como regulador da 
ingestão lipídica. Camundongos PPAR-beta” mostra- 
ram maior suscetibilidade à obesidade após dieta hiperli- 
pídica.* Os ácidos graxos poli-insaturados da alimenta- 
ção, especialmente o ômega 3, ativam o PPAR-beta/delta, 
aumentando a expressão da proteína desacopladora 3 
(UCP3) no músculo esquelético, da proteína desacopla- 
dora 2 (UCP2) no tecido adiposo branco e da proteína 
desacopladora 1 (UCP1) no tecido adiposo marrom, o 
que sugere atuação desses ácidos graxos na dissipação de 
energia. A ativação do PPAR-beta/delta pelos ácidos gra- 
xos poli-insaturados em adipócitos maduros provoca re- 
dução da massa adiposa por induzir a expressão de genes 
envolvidos na betaoxidação lipídica.” 

O PPAR-gama apresenta importante papel no tecido 
adiposo por atuar na regulação do processo da adipogê- 
nese, protegendo outros tecidos da toxicidade lipídica. 


Tabela 10.1 Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos alfa, gama e beta/delta: principais locais de expressão, funções 


biológicas, ligantes naturais e classes de drogas utilizadas na clínica 


PPAR-alfa 
Fígado 
Tecidos em que Coração 
são expressos Rins 
Adrenais 


Células específicas Células endoteliais 


PPAR-gama PPAR-beta/delta 


Tecido adiposo 
Baço 
Adrenais 
Cólon 


Diversos tecidos 


Macrófagos 


em que são expressos 


Funções biológicas 


Ligantes 


Disfunções 


Fármacos 


Macrófagos 


Metabolismo de lipoproteínas 
Betaoxidação 
Resposta anti-inflamatória 


AGPI 
8(S)-HETE 


Hipertrigliceridemia 
Esteatose hepática 


Fibratos 


Células T 


Diferenciação de adipócitos 
Homeostase da glicose 
Resposta anti-inflamatória 


AGPI 
15d-PGJ2 


13-HETE 
9-HODE 


Diabete melito tipo 2 


Tiazolidinedionas 


Diversos tipos celulares 


Biologia endotelial 
Utilização de energia 
Metabolismo lipídico 


AGPI 


Suscetibilidade à obesidade 


GW501516 


15d-PGJ2: 15-deoxi-delta’"*-prostaglandina; AGPI: ácidos graxos poli-insaturados; HETE: ácido hidroxieicosatetraenoico; HODE: ácido hidroxioctadecadienoico. 


Fonte: adaptada de Lie Glass." 


Em roedores, a dieta hiperlipídica provoca aumento da 
massa adiposa, tanto pelo processo de hipertrofia como 
de hiperplasia, o que está diretamente relacionado com a 
diferenciação de adipócitos e com o processo de lipogê- 
nese, induzidos pelo PPAR-gama. Entretanto, o tipo de 
ácido graxo consumido produz diferentes respostas. 
Modelos in vitro mostraram que, apesar de os ácidos gra- 
xos poli-insaturados serem ligantes do PPAR-gama, são 
menos efetivos na sua ativação quando comparados aos 
ácidos graxos saturados e monoinsaturados. Corrobo- 
rando com estudos in vitro, camundongos que consumi- 
ram ácidos graxos poli-insaturados derivados de óleo de 
peixe apresentaram adipócitos com menor volume e com 
maior sensibilidade à insulina.” 

Além disso, o PPAR-gama está relacionado com a 
modulação do metabolismo lipídico e com a homeostase 
da glicose. Dessa forma, a ativação do PPAR-gama resulta 
na liberação de ácidos graxos livres das partículas de qui- 
lomícrons e VLDL, assim como aumenta a expressão de 
genes envolvidos com a síntese, a esterificação e o trans- 
porte intracelular de ácidos graxos. Uma classe de drogas 
sensibilizadoras de insulina, as tiazolidinedionas (TZD), 
é agonista sintética do PPAR-gama. Em roedores, a dele- 
ção do gene do PPAR-gama provoca resistência insulíni- 
ca no tecido adiposo e prejuízos também no músculo 
esquelético e no fígado. Demonstrou-se que a ativação do 
PPAR-gama induz a expressão do transportador de glico- 
se 4 (GLUT-4) e da adiponectina, ambos importantes 
moduladores da ação da insulina.* 

Outra importante função do PPAR-gama consiste 
no controle da resposta inflamatória. A ativação desse 
receptor nuclear por ligante sintético (TZD) reduziu a 
expressão de diversos mediadores inflamatórios 
[TNF-alfa, IL-6, IL-Ibeta, óxido nítrico sintase induzível 
(iNOS) e metalopeptidase de matriz 9 (MMP-9)] em 
cultura de macrófagos (RAW 264.7). Isso pode estar as- 
sociado com a redução da ativação do NF-kB, da AP-1 e 
da proteína transdutora de sinal e ativadora de transcri- 
ção (STAT).” Evidências mostram que os ácidos graxos 
poli-insaturados ômega 3 apresentam propriedades 
anti-inflamatórias e imunomoduladoras por diversos 
mecanismos, sobretudo por aumentar a expressão do 
PPAR-gama, o qual pode interferir na atividade do fator 
de transcrição NF-kB.” 


TLR2 e TLR4 (receptores do tipo Toll2 e 4) 


Receptores TLR apresentam papel importante na de- 
tecção de infecção microbiana e na indução das respostas 
imune e inflamatória, ao reconhecer estruturas microbia- 
nas conservadas, denominadas padrões moleculares asso- 
ciados a patógenos (PAMP). Entre os membros da família 
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do TLR, o TLR4 apresenta capacidade de resposta ao LPS, 
o qual está presente na parede de bactérias Gram-negati- 
vas, ao passo que o TLR2 reconhece outros componentes 
da parede celular de bactérias, como as lipoproteínas bac- 
terianas. A sinalização via TLR provoca o recrutamento 
de moléculas adaptadoras e a ativação de vias de sinaliza- 
ção dos fatores de transcrição, incluindo o NF-kB e o fator 
regulador de interferon (IRF), os quais são responsáveis 
pela transcrição de mediadores pró-inflamatórios.*! 

A ativação dos TLR também pode ser modulada por 
diferentes tipos de ácidos graxos. Embora o efeito modu- 
lador dos ácidos graxos na inflamação seja atribuído 
principalmente aos seus metabólitos (prostaglandinas, 
leucotrienos, resolvinas, endocanabinoides, ceramidas e 
diacilgliceróis), evidências mostram que ácidos graxos 
podem ativar ou inibir diretamente as vias inflamatórias 
mediadas por TLR. Ácidos graxos saturados, por exem- 
plo, são agonistas do TLR2 e TLR4 e, portanto, ativam a 
via de sinalização do NF-kB, induzindo a expressão de 
mediadores inflamatórios, como COX-2, iNOS e IL-1 
(Figura 10.5). Por outro lado, ácidos graxos poli-insatu- 
rados inibem a ativação do NF-kB induzida por LPS ou 
por ácidos graxos saturados, bem como a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias em células mononucleares 
em humanos. 

Dentre os mecanismos propostos, os ácidos graxos 
poli-insaturados parecem bloquear a ativação da via de 
sinalização inflamatória, interferindo diretamente nos 
receptores TLR2 e TLR4.“ Em culturas de células, tanto 
EPA como DHA são capazes de inibir a ativação dos he- 
terodímeros TLR2-TLR1, TLR2-TLR6 e do homodimero 
TLR4-TLR4 induzidos por seus respectivos agonis- 
tas. Além disso, a suplementação de poli-insatura- 
dos também pode alterar a composição lipídica da mem- 
brana celular, influenciando fatores como fluidez, 
permeabilidade e funcionalidade dos receptores trans- 
membrana e, dessa forma, bloquear a sinalização e ativa- 
ção do NF-kB (Figura 10.5). 


HNF-4 alfa (fator nuclear de hepatócitos 4 alfa) 


O fator nuclear 4 de hepatócitos alfa (HNF-4alfa) é 
outro receptor nuclear com sítio de ligação para ácidos 
graxos. O HNF-4alfa é altamente expresso no fígado e 
responsável por ativar genes envolvidos na diferenciação 
e na função de hepatócitos, incluindo a destoxificação 
(citocromo P450), o metabolismo dos ácidos biliares 
(ATP binding cassete B11), o metabolismo e secreção de 
lipoproteínas (apolipoproteínas Al, A5, B), o metabolis- 
mo de carboidratos (proteína regulatória glicoquinase), a 
lipogênese (ácido graxo sintase), o ciclo da ureia e o me- 
tabolismo de álcool.” 
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Figura 10.5 Mecanismos regulados por ácidos graxos poli-insaturados. 
AGPI: ácido graxo poli-insaturado; INSIG: insulin-induced gene 1 pro- 
tein, NF-kB: fator nuclear kappa B; PPAR: receptor ativado por prolifera- 
dores de peroxissomos; RXR: receptor X de retinoides; SCAP: proteína 
ativadora da SREBP; SREBP: proteína de ligação ao elemento regulató- 
rio de esterdis; TLR: receptor do tipo Toll; UBXD8: proteína semelhante a 
ubiquitina com domínio UBX. Fonte: adaptada de Georgiadi e Kersten.” 


Alguns estudos sugerem que os ácidos graxos poli- 
-insaturados acil-CoA tioéster interferem na atividade do 
HNF-4alfa, reprimindo a transcrição de genes envolvidos 
no metabolismo da glicose. Em cultura de células hepáti- 
cas, ácidos graxos poli-insaturados acil-CoA demonstra- 
ram efeito repressor na atividade do HNF-4alfa, reduzin- 
do a expressão de glicose-6-fosfatase.“* Contudo, existem 
controvérsias na literatura a respeito do papel dos ácidos 
graxos poli-insaturados na regulação do HNF-4alfa. Al- 
guns estudos revelam que o ácido graxo possui papel es- 
trutural na conformação da proteína, não afetando a ati- 
vação do HNF-4alfa.” 


Fator de transcrição nuclear eritroide 2 
relacionado ao fator 2 


O fator de transcrição nuclear eritroide 2 relaciona- 
do ao fator 2 (Nrf2) é o principal regulador da resposta 
oxidativa. Em condições basais, o Nrf2 permanece se- 
questrado no citoplasma pela proteína KEAP1 (kelch-like 
ECH-associated protein 1). Essa ligação promove ubiqui- 
tinação e subsequente degradação proteassômica do 
Nrf2, mantendo concentrações intracelulares relativa- 
mente baixas. No entanto, em resposta ao estresse oxida- 
tivo, ocorre modificação nos resíduos de cisteína da 
KEAPI, resultando na liberação do Nrf2 e translocação 
ao núcleo. No núcleo, o Nrf2 forma heterodímero com 
outros fatores de transcrição, como sMaf, JunD, ATF4, o 
que permite a ligação no elemento de resposta da região 
promotora de genes alvos ligados à defesa antioxidante, 
incluindo enzimas relacionadas com a destoxificação, 


como a NADPH quinona oxirredutase (NQO1) e a heme 
oxigenase 1 (HO-1), bem como enzimas antioxidantes 
como a gama-glutamato cisteina ligase (GCLM).º 
Evidências científicas mostram que ácidos graxos po- 
li-insaturados derivados de óleo de peixe apresentam efeito 
antioxidante e ateroprotetor. Todavia, em estágio inicial, o 
ácido graxo poli-insaturado provoca a geração de espécies 
reativas de oxigênio, o que é logo regulado pelo aumento da 
expressão de heme oxigenase 1 (HO-1) induzido pela ati- 
vação do fator de transcrição Nrf2.”” Demonstrou-se que 
são os produtos de oxidação de ácidos graxos (ácido graxo 
linoleico, EPA e DHA), e não os ácidos graxos intactos, que 
reagem com a proteína KEAP1, inibindo a ubiquitinação e 
favorecendo a expressão de genes envolvidos na resposta 
oxidativa.”” Nesse sentido, observou-se que a administra- 
ção de óleo de peixe, rico em EPA e DHA, aumentou a con- 
centração de 4 hidroxi hexenal (4-HHE), um produto de 
peroxidação dos ácidos graxos poli-insaturados ômega 3. 
O aumento de 4-HHE, por sua vez, induziu a ativação do 
fator de transcrição Nrf2, bem como o aumento da expres- 
são de HO-1 em culturas de células neuronais e endoteliais 
de camundongos.”»? O mesmo efeito também foi observa- 
do em células endoteliais humanas, sugerindo que a pero- 
xidação de ácidos graxos poli-insaturados oriundos da die- 
ta induz a ativação da via do Nrf2, resultando em efeito 
protetor contra o estresse oxidativo (Figura 10.6). 
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Figura 10.6 Efeito antioxidante dos ácidos graxos poli-insaturados 
ômega 3 via ativação do Nrf2. 4-HHE: 4 hidroxi hexenal; DHA: ácido 
docosa-hexaenoico; EPA: ácido eicosapentaenoico; HO-1: heme oxi- 
genase 1; Nrf2: fator de transcrição nuclear eritroide 2 relacionado ao 
fator 2. Fonte: adaptada de fator Ishikado et al.” 


ESTUDOS DE TRANSCRIPTÔMICA EM HUMANOS 
ENVOLVENDO INTERVENÇÕES COM ÁCIDOS GRAXOS 
POLI-INSATURADOS 


Evidências científicas mostram que os ácidos graxos 
poli-insaturados podem modular a expressão de genes 


por meio da regulação de diferentes vias de sinalização.” 
Para compreender os mecanismos moleculares pelos 
quais ácidos graxos podem alterar a expressão gênica e re- 
gular diferentes processos biológicos, são importantes es- 
tudos com ampla abordagem genômica, como a trans- 
criptômica. A seguir, serão apresentados resultados de 
estudos de intervenção aguda (pós-prandial) e crônica 
envolvendo ácidos graxos poli-insaturados, utilizando a 
tecnologia transcriptômica. Serão considerados apenas 
estudos em células mononucleares do sangue periférico 
— basicamente monócitos e linfócitos — visto que consti- 
tuem biomarcadores transcriptômicos acessíveis aos estu- 
dos em humanos. Além disso, pelo fato dessas células cir- 
cularem pelo organismo, expondo-se a diversos tecidos 
metabólicos, elas podem refletir determinadas condições 
fisiopatológicas, como a inflamação crônica de baixa in- 
tensidade presente no tecido adiposo branco.” 


Pós-prandial 


Diante da grande disponibilidade de alimentos, um 
indivíduo permanece a maior parte do dia no período 
pós-prandial, portanto, estudos que avaliem o efeito agu- 
do de uma refeição são de extrema importância. Após o 
consumo de uma refeição hiperlipídica, ocorrem altera- 
ções no metabolismo lipídico pós-prandial, como o au- 
mento dos triacilgliceróis circulantes.” A magnitude da 
hipertrigliceridemia está relacionada com o aumento da 
resposta inflamatória e com o prejuízo da função endote- 
lial, o que representa risco cardiovascular.” -7° Além disso, 
estudos sugerem que a hipertrigliceridemia pós-prandial 
também afeta a secreção e a ação da insulina, contribuin- 
do para o desenvolvimento da resistência a esse hormô- 
nio.® Contudo, a qualidade dos ácidos graxos parece 
produzir diferentes efeitos pós-prandiais, como demons- 
trado em estudo no qual os ácidos graxos saturados apre- 
sentaram maior potencial pró-oxidativo comparado aos 
ácidos graxos monoinsaturados e aos poli-insaturados 
ômega 3.º! 

Ainda são poucos os estudos de transcriptômica rea- 
lizados para avaliar as respostas pós-prandiais em relação 
ao consumo de diferentes ácidos graxos. Apenas um estu- 
do crossover randomizado avaliou o perfil pós-prandial 
de expressão gênica mediante a ingestão de diferentes 
ácidos graxos. O estudo realizou ensaio de microarray 
com amostras de células mononucleares do sangue peri- 
férico de homens saudáveis, no período de seis horas 
após a ingestão de bebida à base de manteiga rica em áci- 
dos graxos saturados versus bebida rica em DHA. O en- 
saio mostrou que as alterações na expressão de genes 
ocorriam de maneira específica para cada tipo de ácido 
graxo.” 
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Entre os resultados, o estudo mostrou que os ácidos 
graxos poli-insaturados ômega 3 regularam a expressão 
de genes envolvidos no metabolismo lipídico de forma 
contrária aos ácidos graxos saturados. Verificou-se que a 
ingestão da bebida rica em ácidos graxos poli-insaturados 
regulou negativamente a expressão dos genes SREBFI, 
ABCAI e ABCGI, os quais são regulados pelo fator de 
transcrição nuclear LXR.” O SREBP1 é o principal fator 
de transcrição envolvido na síntese de ácidos graxos e no 
metabolismo de colesterol, enquanto ABCAI e ABCG1 
apresentam papel na modulação do transporte reverso 
de colesterol em macrófagos.*>*! Apesar de contraditó- 
rios, estudos in vitro também demonstram que ácidos 
graxos poli-insaturados reduzem a expressão dos genes 
ABCAI e ABCG1.º* Os efeitos observados em células 
mononucleares são provavelmente temporários e especi- 
ficos durante a resposta pós-prandial, quando as concen- 
trações de lipídios no sangue estão elevadas.* 

Outro processo regulado por ácidos graxos poli-in- 
saturados está relacionado com a resposta ao estresse ce- 
lular, mediada pelo fator de transcrição Nrf2. O consumo 
de ácidos graxos poli-insaturados reduziu a expressão de 
genes envolvidos com o metabolismo da glutationa, co- 
mo aquele que codifica a glutationa S-transferase, bem 
como aumentou a expressão de genes relacionados com a 
inflamação e o estresse celular. Entre os genes relaciona- 
dos com a inflamação, houve aumento da expressão de 
JUN, o qual codifica um componente da via do fator de 
transcrição AP-1, e é ativado por estímulos de estresse ce- 
lular. Apesar de os resultados serem contrários ao efeito 
crônico, os autores sugerem que, no período pós-pran- 
dial, os ácidos graxos poli-insaturados induzem estresse 
celular nas células mononucleares, mas que, em longo 
prazo, produzem efeito anti-inflamatório por ativar me- 
canismos adaptativos de proteção ao estresse.'“8? 


Crônicos 


A exposição diária aos ácidos graxos por meio da ali- 
mentação pode provocar, em longo prazo, importantes 
alterações metabólicas, como mudança no padrão de in- 
corporação de ácidos graxos na membrana celular e adap- 
tações das vias moleculares nos tecidos metabólicos, como 
tecido adiposo, hepático, cardíaco e musculoesquelético.” 

Diversos estudos avaliaram os efeitos crônicos da su- 
plementação de ácidos graxos poli-insaturados ômega 3 
em humanos, porém poucos apresentavam abordagem 
transcriptômica (Tabela 10.2). Um dos estudos avaliou o 
efeito da suplementação diária de 3 g de óleo de peixe (1,9 
g de EPA e 1,1 gde DHA) por seis semanas em indivíduos 
normolipidêmicos. Alterações na expressão gênica foram 
avaliadas em células mononucleares pelo ensaio de mi- 
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croarray. A suplementação crônica de óleo de peixe alte- 
rou a expressão de genes regulados pela via do fator de 
transcrição nuclear PPAR-alfa.” Os ácidos graxos poli-in- 
saturados são ligantes do PPAR-alfa, envolvido particular- 
mente no metabolismo das lipoproteínas e na oxidação de 
ácidos graxos.* A redução da concentração de triacilglice- 
róis observada após o consumo de óleo de peixe pode es- 
tar relacionada com maior expressão da lipase de lipopro- 
teínas e com a inibição da apolipoproteína C-III, ambas 
induzidas por PPAR-alfa. Além disso, o consumo de áci- 
dos graxos poli-insaturados ômega 3 mostrou efeito an- 
ti-inflamatório e antioxidante por regular negativamente 
as vias dos fatores de transcrição NF-kB e Nrf2.º 

O efeito anti-inflamatório de ácidos graxos poli-in- 
saturados ômega 3 também foi observado no estudo de 
Bouwens et al.,” após o consumo de óleo de peixe por 
um período de 26 semanas. Microarray foi realizado com 
amostras de células mononucleares de indivíduos que 
consumiram 1,8 g de EPA + DHA e 4 g de ácido oleico 
derivado de óleo de girassol. O perfil gênico anti-infla- 
matório produzido pelos ácidos graxos poli-insaturados 
ômega 3 estava principalmente relacionado com a redu- 
ção da expressão de genes associados com a resposta 


pró-inflamatória, incluindo os genes alvos do fator de 
transcrição NF-kB, os quais estão envolvidos na síntese 
de eicosanoides e de citocinas pró-inflamatórias. O con- 
sumo de óleo de girassol produziu efeitos anti-inflama- 
tórios similares, porém com menor intensidade. Obser- 
vou-se também um perfil antiaterogênico após o 
consumo de EPA e DHA, caracterizado pela menor ex- 
pressão de genes envolvidos com o desenvolvimento da 
aterosclerose, como aqueles das metaloproteinases de 
matriz e do fator induzido por hipóxia alfa (HIF1 alfa). É 
importante ressaltar que a subpopulação das células mo- 
nonucleares está envolvida nos processos de adesão, infil- 
tração e formação de células espumosas.” Além disso, o 
estudo mostrou que o consumo de óleo de peixe resultou 
em maior expressão de NOS, a qual apresenta efeito pro- 
tetor contra a formação da placa de ateroma na parede 
vascular. 

Outro estudo avaliou o efeito da suplementação de 8 g 
de óleo de peixe em indivíduos saudáveis por um período 
de sete semanas. A análise do microarray mostrou que ou- 
tros mecanismos foram regulados por ácidos graxos po- 
li-insaturados ômega 3, como ciclo celular, estresse do reti- 
culo endoplasmático e apoptose. Nesse estudo, observou-se 


Tabela 10.2 Resumo dos estudos intervencionais em células mononucleares do sangue periférico envolvendo ácidos graxos poli-insaturados 


ômega 3 
Quantidade e tipo Principais 
rae ape E Desenho do = à à 
Referência de ácidos graxos População Duração Metodologia mecanismos 
estudo 
estudados regulados 
Pós-prandial 
Bebidas contendo Viaido fator 
55 g de lipídios Microarray 
Bouwens et al. 21 homens Crossover nuclear LXR, 
saturados, EA: A 6 horas (AGS versus AGPI 
(2010)® Oi saudáveis randomizado AB] estresse celular e 
as g inflamação 
poli-insaturados 
Crônico 
Cápsulas de óleo 
de peixe (1,8 g Paralelo anA 
Bouwens et al. ou 0,4 g de EPA + 111 idosos randomizado Pay Inflamação e 
E z E 26 semanas (23 AGPI ômega 3 a 
(2009) DHA) ou óleo de saudáveis duplo-cego aterogênese 
girassol (4 g de controlado petit el 
ácido oleico) 
3 g/dia de óleo de imenso Via do fator 
Rudkowska etal. peixe (cápsula 1,9 Paralelo : nuclear PPAR-alfa, 
17 mulheres . 6 semanas Microarray : z 
(2013)7 g de EPA e 1,1 g de säudáveís randomizado inflamação e 
DHA) estresse oxidativo 
8 g/dia decled Ciclo celular, 
Mp peixe (eapeula 36 homens Pee Microarra estresse 
Myhrstad et al. 0,7 g EPA + 0,9 lh randomizado 7 AGPI ô n d cul 
(2014) q DHA) ou 8 q/ e mulheres ires semanas ( ômega o retículo 
: É saudáveis versus AGMI) endoplasmático e 
dia de óleo de controlado 
apoptose 


girassol 


AGS: ácidos graxos saturados; AGMI: ácidos graxos monoinsaturados; AGPI: ácidos graxos poli-insaturados; DHA: ácido docosa-hexaenoico; EPA: ácido 
eicosapentaenoico; LXR: receptor X hepático; PPAR-alfa: receptor ativado por proliferador de peroxissomos alfa. 


regulação do processo de ciclo celular, caracterizada pelo 
aumento da expressão de ciclinas e quinases dependentes 
de ciclinas. Um dado interessante é que a suplementação 
com óleo de peixe aumentou a expressão de genes envolvi- 
dos com o estresse do retículo endoplasmático, como os 
fatores de transcrição ATF4 e MIF1, responsáveis pela de- 
gradação de proteínas.”! É possível que esses resultados es- 
tejam relacionados à quantidade administrada de óleo de 
peixe, bem como ao tempo de intervenção do estudo. 


Comparação entre os efeitos pós-prandiais e crônicos 
dos ácidos graxos poli-insaturados em células 
mononucleares do sangue periférico 


Com base nos estudos descritos, nota-se que os áci- 
dos graxos poli-insaturados podem afetar a expressão 
gênica tanto no período pós-absortivo imediato quanto 
após longo tempo de intervenção. Afman e Miiller” com- 
pararam os dados transcriptômicos de dois estudos, os 
quais avaliaram os efeitos agudos e crônicos dos ácidos 
graxos poli-insaturados ômega 3. Dentre os genes altera- 
dos em ambos os estudos, 19 apresentavam regulação na 
mesma direção, refletindo os efeitos do consumo de áci- 
dos graxos poli-insaturados ômega 3. Contudo, dez ge- 
nes apresentavam regulação contrária, como o gene asso- 
ciado à resposta pró-inflamatória JUNB, regulado 
positivamente na intervenção pós-prandial e negativa- 
mente na intervenção crônica. A partir da análise trans- 
criptômica, conclui-se que os ácidos graxos poli-insatu- 
rados podem produzir tanto efeito mais pró-inflamatório 
e pró-oxidativo logo após a refeição quanto efeito sistê- 
mico e mais anti-inflamatório após longo período de in- 
tervenção. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Além das funções dos ácidos graxos poli-insaturados 
no metabolismo energético e na composição dos fosfoli- 
pídios de membrana, esses nutrientes atuam na regula- 
ção de diferentes processos celulares, como proliferação e 
diferenciação, acilação de proteínas, inflamação, ativação 
de enzimas e receptores de membrana e regulação do 
metabolismo intracelular. 

Um dos mecanismos pelos quais ácidos graxos afe- 
tam diversos processos biológicos é por meio da regula- 
ção da expressão gênica. Dependendo do número de du- 
plas ligações e do comprimento da cadeia de carbonos, 
ácidos graxos poli-insaturados podem reduzir ou ativar a 
expressão de diferentes genes por meio da regulação dire- 
ta da atividade de receptores nucleares, incluindo PPAR, 
LXR e HNF-4 alfa ou fatores de transcrição, como SREBP 
e NF-kB; ou indiretamente, por meio de modificações 
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físico-químicas nas propriedades de membrana e ativa- 
ção de vias de transdução de sinal. 

De maneira geral, estudos clínicos randomizados su- 
gerem que o consumo de ácidos graxos poli-insaturados 
possui efeito antioxidante, anti-inflamatório e regulador 
do metabolismo lipídico, sobretudo quando dentro de 
um padrão alimentar adequado. 
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Acidos graxos monoinsaturados 


INTRODUÇÃO 


Os ácidos graxos monoinsaturados apresentam 
apenas uma dupla ligação e são disponibilizados na die- 
ta por diversos alimentos, tanto de origem vegetal quan- 
to animal. As principais fontes vegetais são azeite de 
oliva, óleo de canola, oleaginosas (castanhas, nozes, ave- 
lãs etc.) e abacate. As carnes bovinas são as principais 
fontes animais de ácidos graxos monoinsaturados e re- 
presentam 50% do total de lipídios presentes nesse ali- 
mento. Classificam-se em duas séries, respectivamente, 
ômega-7 e ômega-9, cujas duplas ligações localizam-se, 
respectivamente, nos átomos de carbono 7 e 9, a partir 
do grupamento metila terminal. Os principais ácidos 
graxos monoinsaturados na configuração cis, ou seja, 
apresentando átomos de hidrogênio ao mesmo lado da 
dupla ligação, são os ácidos miristoleico (14:1, ômega-7), 
palmitoleico (16:1, ômega-7), oleico (18:1, ômega-9), 
eicosenoico (20:1, ômega-9), erúcico (22:1, ômega-9) e 
nervônico (C24:1, ômega-9), enquanto os ácidos vacê- 
nico (18:1, 11t) e elaídico (18:1, 9t) apresentam-se na 
configuração trans. Entre os monoinsaturados na forma 
cis, o ácido oleico é o mais abundante, representando 
aproximadamente 92% do total de ácidos graxos mo- 
noinsaturados ingeridos na dieta. Além de o ácido olei- 
co ser o mais consumido, é também o mais abundante 
no corpo humano, originando-se predominantemente 
do consumo alimentar, mas também da síntese endóge- 
na.' Essa reação é catalisada sob ação da estearoil-CoA 
dessaturase 1 (SCD-1), enzima que insere uma dupla 
ligação no carbono 9 do ácido palmítico ou esteárico, 
originando os ácidos palmitoleico e oleico, respectiva- 
mente.’ 

Historicamente, os benefícios do ácido oleico sobre o 
risco cardiovascular foram evidenciados a partir dos re- 
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sultados do Seven Countries Study.’ Apesar da conclusão 
desse relevante estudo epidemiológico, a análise de dados 
populacionais posteriores mostrou resultados controver- 
sos quanto à ação isolada do ácido oleico sobre a redução 
de risco e desfechos cardiovasculares. Alguns estudos de- 
monstraram pequeno aumento de risco,* enquanto ou- 
tros mostraram efeito neutro”? ou menor risco”. É pro- 
vável que essas discrepâncias possam ser explicadas pela 
ausência da subanálise da ingestão dos diferentes ácidos 
graxos monoinsaturados da dieta, os quais podem advir 
de diferentes fontes alimentares. Por exemplo, dependen- 
do da população estudada, o consumo de ácido oleico 
pode ser proveniente da carne (dieta ocidental) ou do 
azeite de oliva (dieta europeia). As conclusões obtidas em 
recente metanálise mostraram que apenas o ácido oleico 
proveniente do azeite de oliva é capaz de reduzir o risco 
de todas as causas de mortalidade (11%), mortalidade 
cardiovascular (12%), eventos cardiovasculares (9%) e 
acidente vascular cerebral (AVC; 17%) quando se com- 
parou o maior ao menor consumo de ácido oleico e a 
razão MONO/SAT."° 

A importância do consumo do ácido oleico foi espe- 
cialmente evidenciada em estudos baseados na dieta do 
Mediterrâneo, caracterizada principalmente pelo alto 
consumo de azeite de oliva, frutas, hortaliças e grãos. A 
relevância desse padrão alimentar sobre a diminuição de 
morbidade e mortalidade cardiovascular foi mostrada no 
estudo European Prospective Investigation into Cancer and 
Nutrition (Epic)'»2 e mais recentemente no estudo Pri- 
mary Prevention of Cardiovascular Disease with a Mediter- 
ranean Diet (Predimed)." Neste último, foram estudados 
indivíduos com alto risco cardiovascular e verificou-se 
que o consumo de azeite de oliva ou nozes reduziu a inci- 
dência dos principais eventos cardiovasculares. Em ra- 
zão do seu potencial benefício sobre a prevenção primária 
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e secundária da doença cardiovascular, a diretriz da Socie- 
dade Americana de Cardiologia! e a I Diretriz Brasileira 
sobre o Consumo de Gorduras e Saúde Cardiovascular 
recomendam o consumo de até 20% do valor calórico to- 
tal na forma de ácidos graxos monoinsaturados.! 

Concomitantemente à condução dos estudos clínicos 
e epidemiológicos, o avanço da nutrigenômica permitiu 
o aprofundamento dos mecanismos pelos quais o ácido 
oleico reduz o risco cardiovascular. Dessa forma, neste 
capítulo serão abordadas as ações do ácido oleico sobre 
vias de sinalização intracelulares envolvidas na absorção 
intestinal, na homeostase de lipídios nos tecidos hepático 
e adiposo e nas concentrações plasmáticas de lipoprotei- 
nas e, por fim, sobre o desenvolvimento da placa ateros- 
clerótica. 


MECANISMOS MOLECULARES DO ÁCIDO OLEICO 


Colesterolemia 


O ácido oleico não eleva as concentrações plasmáticas 
de colesterol e LDL-colesterol quando comparado à gor- 
dura saturada.!*-!8 Uma das possíveis razões para esse efei- 
to neutro do ácido oleico sobre a colesterolemia é que esse 
ácido graxo é um substrato preferencial para a enzima 
acil-CoA: colesterol aciltransferase (ACAT) no fígado. Lo- 
calizada no retículo endoplasmático, essa enzima promo- 
ve a esterificação do colesterol, reduzindo o pool de coles- 
terol livre na célula, o que induz a atividade dos receptores 
de LDL.” Posteriormente, estudos de biologia molecular 
facilitaram a compreensão do envolvimento do ácido 
oleico em importantes vias relacionadas à homeostase de 
colesterol. 

A homeostase intracelular de lipídios é regulada por 
uma família de fatores de transcrição residentes na mem- 
brana do retículo endoplasmático; eles são conhecidos 
como proteínas ligadoras ao elemento responsivo a este- 
róis (SREBP).” O genoma humano codifica três isofor- 
mas principais, SREBP-la, SREBP-1c e SREBP-2, sendo a 
última associada à regulação do equilíbrio intracelular de 
colesterol no tecido hepático. Esse fator de transcrição 
exerce um papel fundamental no controle da expressão 
de genes que codificam o receptor de LDL (B/E) e a enzi- 
ma HMG CoA redutase, responsável pela síntese endóge- 
na de colesterol.” Desta forma, sob adequadas concentra- 
ções intracelulares de esteróis (colesterol e oxisteróis), a 
SREBP-2 permanece ancorada na membrana do retículo 
endoplasmático por estar complexada a outras duas pro- 
teínas, a INSIG (gene induzido por insulina) e a SCAP 
(proteína ativadora da clivagem de SREBP), fatores que 
impedem sua translocação nuclear e, consequentemente, 
sua ação transcricional.*! Além disso, a presença de pre- 


cursores de colesterol direciona a degradação proteasso- 
mal da HMG CoA redutase,” reduzindo a síntese endó- 
gena de colesterol. Entretanto, na vigência de baixas 
concentrações de esteróis, ocorre a degradação de INSIG 
em um processo mediado pela UBXD8, a qual é necessá- 
ria para a degradação proteassomal de proteínas associa- 
das ao retículo endoplasmático. Essa degradação favorece 
a liberação do complexo SCAP-SREBP para o Golgi, or- 
ganela onde o SREBP sofrerá duas clivagens proteolíticas 
para sua maturação e translocação nuclear. Desta forma, 
a ativação de UBXD8 e, consequentemente, a degradação 
de INSIG induz a transcrição do receptor B/E e da 
HMG-CoA redutase, proporcionando aumento nas con- 
centrações intracelulares de colesterol.”»?º Nesse contexto, 
o ácido oleico não induz aumento da colesterolemia por- 
que inibe a maturação proteolítica e a translocação nu- 
clear do SREBP-2, uma vez que impede a atuação da pro- 
teina UBXD8, reduzindo a degradação e proporcionando 
a estabilidade da INSIG.” 

Os efeitos do ácido oleico não ficam restritos apenas 
ao SREBP-2, mas também se aplicam ao SREBP-1c. Com 
atividade transcricional regulada tanto pela insulina” 
quanto pelo receptor nuclear X hepático (LXR-alfa),* o 
SREBP- Ic transcreve genes que codificam para proteínas 
envolvidas na síntese de ácidos graxos, como ácido graxo 
sintase (FAS), glicerol-3-fosfatase-aciltransferase (GPAT), 
acil CoA carboxilase (ACC) e a própria SCD-1.” Por an- 
tagonizar a ação do LXR, o ácido oleico inibe a atividade 
transcricional da SREBP-1c, reduzindo a síntese hepatica 
de triacilglicerdis.*°*! 


Tecido hepático 


O fluxo de ácidos graxos no fígado é proveniente da 
liberação dos triacilgliceróis presentes nos quilomícrons, 
da lipólise do tecido adiposo e da lipogênese de novo.” O 
ácido oleico pode prevenir o acúmulo de triacilgliceróis 
no fígado por atuar sobre vias lipolíticas e lipogênicas. 
Essas vias são controladas no tecido hepático pelos mem- 
bros da família de coativadores da transcrição gênica 
PGC-1.** Com duas isoformas principais, o PGC-Ibeta 
ativa a via lipogênica por regular a atividade transcricio- 
nal do SREBP-Ic,*? enquanto o PGC-lalfa participa da 
via lipolítica induzindo a beta-oxidação mitocondrial de 
ácidos graxos.» O ácido oleico é capaz de ativar ambas 
as isoformas, embora sua ação seja mais pronunciada so- 
bre PGC-lalfa, que induz o receptor ativado por prolife- 
ração de peroxissomos-alfa (PPAR-alfa), culminando em 
aumento da expressão da enzima carnitina palmitoil 
transferase-1 (CPT1), envolvida na beta-oxidação de áci- 
dos graxos.” Além disso, a ativação de PGC-lalfa media- 
da pelo ácido oleico possui efeito anti-inflamatório, pois 


promove a formação de um complexo PGC- lalfa/NFkB/ 
c-maf, o qual se desloca para o núcleo e se liga à região 
promotora para transcrição do gene que codifica a inter- 
leucina (IL)-10.*4 As ações do ácido oleico sobre o pro- 
cesso inflamatório incluem, ainda, a redução na ativação 
das serinas quinases (IKKbeta, JNK) e dos receptores de 
TNF-alfa,” bem como a ativação do PPAR-delta, um re- 
ceptor nuclear que pode induzir a polarização fenotípica 
de macrófagos da classe pró-inflamatória M1 para an- 
ti-inflamatória M2.” Além desse efeito, a ativação de 
PPAR-delta também aumenta a beta-oxidação de ácidos 
graxos e melhora a sensibilidade à insulina por reduzir a 
expressão da fosfatase homóloga a tensina (PTEN), uma 
proteína antagônica à ação de proteínas envolvidas na 
cascata de sinalização da insulina, especialmente a fosfa- 
tidil inositol 3 quinase (PI3K).**“ 

A ativação crônica de vias lipogênicas no tecido he- 
pático contribui para o desenvolvimento da esteatose he- 
pática não alcoólica, caracterizada pelo acúmulo intrace- 
lular de triacilgliceróis em mais de 5% dos hepatócitos.* 
Estudos conduzidos em animais demonstram que o áci- 
do oleico não induz vias lipogênicas e, consequentemen- 
te, o acúmulo de lipídios no tecido hepático. Entre- 
tanto, os dados envolvendo a ação do ácido oleico sobre a 
esteatose devem ser avaliados com cautela, em razão da 
dificuldade de se separar o ácido oleico proveniente dos 
lipídios da dieta e aquele sintetizado endogenamente via 
SCD-1. Os ácidos graxos monoinsaturados resultantes da 
ação da SCD-1 induzem a esteatose em maior grau que 
os consumidos via dieta por ativarem a expressão de ge- 
nes lipogênicos.” Essa ação é atribuída à maior capacida- 
de de os ácidos graxos monoinsaturados provenientes de 
vias endógenas serem incorporados em lipídios não po- 
lares.“ Esse efeito se deve, provavelmente, à colocalização 
da SCD-1 com a diacilglicerol aciltransferase 2 (DGAT2), 
proteína responsável pela esterificação do ácido graxo na 
molécula de glicerol.” 

O acúmulo de triacilgliceróis também pode ser re- 
sultante da menor remoção de lipídios do tecido hepáti- 
co. Tanto o colesterol quanto os triacilgliceróis sintetiza- 
dos no fígado são incorporados à apolipoproteína B100 
(apoB100) com auxílio da proteína de transferência mi- 
crossomal de triacilgliceróis (MTTP), formando as VLDL, 
que serão secretadas na circulação sanguínea. O ácido 
oleico reduz a secreção de lipoproteínas por diminuir o 
conteúdo proteico de apoB e de MTTP.” Apesar de ser 
considerada um efeito deletério, a redução da expressão 
dessas proteínas é consequência da menor disponibilida- 
de de triacilgliceróis nos hepatócitos induzida pelo ácido 
oleico. 

A persistência do acúmulo de lipídios culmina tam- 
bém em inflamação, apoptose e fibrose do tecido hepáti- 


Acidos graxos monoinsaturados 


co, eventos que caracterizam a esteato-hepatite não al- 
coólica. Nos diferentes estágios da doença hepática 
(esteatose e esteato-hepatite não alcoólica), ocorre a ati- 
vação do estresse do retículo endoplasmatico,” condição 
caracterizada pelo acúmulo de proteínas mal enoveladas 
nessa organela. Esse acúmulo induz uma resposta adap- 
tativa conhecida como resposta a proteínas mal enovela- 
das (UPR, unfolded protein response), na qual estão ativa- 
das as proteínas PERK (protein kinase RNA-like ER 
kinase), IREI (inositol requiring protein-1) e ATF6 (acti- 
vating transcription factor-6). Residentes na membrana 
do retículo endoplasmático, essas proteínas são ativadas 
de acordo com a duração e a intensidade do estresse, po- 
dendo culminar com a indução da sinalização pró-apop- 
tótica.”” Comparado aos ácidos graxos saturados, o ácido 
oleico não induz estresse do retículo endoplasmático,* o 
que contribui para a redução da ativação de vias apoptó- 
ticas. De fato, o ácido oleico reduz a translocação da pro- 
teina pró-apoptótica BAX (Bcl2-associated X) para o li- 
sossomo, impedindo, desta forma, a liberação de 
catepsina B, uma proteína associada ao aumento do es- 
tresse oxidativo intracelular por promover a disfunção 
mitocondrial.**°? Portanto, quando comparado ao ácido 
graxo saturado, o ácido oleico impede a ativação de vias 
associadas à apoptose, induzindo menor expressão de 
quinases do tipo amino-terminal c-Jun (JNK) e atividade 
de caspase 3/7. 

É importante ressaltar que todas as ações benéficas 
do ácido oleico são obtidas mediante o consumo de die- 
tas com quantidade adequada de lipídios totais, uma vez 
que animais submetidos a uma dieta com ração hiperli- 
pídica enriquecida com ácido oleico apresentam acúmu- 
lo de lipídios no tecido hepático de forma similar aos que 
ingerem rações ricas em gordura saturada.” 


Absorção intestinal 


A passagem do ácido oleico pela membrana plasmá- 
tica do enterócito é fundamental para sua utilização nos 
demais tecidos. No lúmen intestinal, estão presentes áci- 
dos graxos livres e 2-monoacilglicerol (2-MAG) forma- 
dos após a atuação das lipases estomacal e pancreática. 
Esses lipídios podem ser absorvidos tanto na forma pas- 
siva quanto mediada por proteínas de membrana. A 
absorção dos ácidos graxos de cadeia longa por uma via 
independente de proteínas de membrana envolve um 
processo conhecido como flip flop. Caracterizado pela 
passagem do ácido graxo da camada externa para a ca- 
mada interna da membrana celular, esse mecanismo é 
facilitado em pH fisiológico, uma vez que a forma proto- 
nada do ácido graxo atravessa a bicamada lipídica de for- 
ma espontânea.” Como o ácido oleico possui uma dupla 
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ligação na cadeia carbônica, sua incorporação nas mem- 
branas favorece alterações necessárias para o aumento 
da permeabilidade de prótons mediada pelos canais de 
água, tornando o movimento de flip flop mais rápido.” 
Entretanto, foi demonstrado em células da linhagem in- 
testinal humana (Caco-2) que a captação de ácido olei- 
co, tanto na forma livre quanto ligada ao glicerol (2-mo- 
no-oleina), é um processo saturável e dependente de 
proteína.” Nesse contexto, estão envolvidas a proteína 
fatty acid transporter (FAT/CD36), a qual é bastante ex- 
pressa no intestino,” e as fatty acid transport proteins 
(FATP), principalmente a isoforma 4.º! O receptor 
CD36 facilita a absorção de ácido oleico especialmente 
nas porções proximais do intestino delgado,” enquan- 
to a FATP4 parece estimular o transporte de ácido oleico 
pela membrana por exibir uma atividade sintetase de 
acil CoA graxo de cadeia longa,” favorecendo sua rees- 
terificação para síntese de triacilglicerdis.“* Além dessas 
proteínas, foi descrito mais recentemente que o ácido 
oleico também é absorvido a partir da formação de ve- 
sículas endocíticas em um processo envolvendo proteí- 
nas associadas aos lipid rafts da membrana da borda em 
escova, especialmente a caveolina-1 e a fosfatase alcalina 
intestinal.® 

Os ácidos graxos internalizados e tioesterificados 
com a coenzima A (CoA) são reesterificados para a sínte- 
se de triacilgliceróis, os quais são transferidos para o 
compartimento interno do retículo endoplasmático pela 
proteína de transferência microssomal de triacilgliceróis 
(MTTP). Por interagir fisicamente com a apoB48, a 
MTTP possibilita a sua lipidação inicial,“ razão pela qual 
essa proteína é reconhecida como o fator mais importan- 
te para regular a formação e a secreção de lipoproteínas 
que contenham apoB, ou seja, quilomícrons (apoB48) 
pelo intestino e VLDL (apoB100) pelo fígado.” O ácido 
oleico praticamente dobra a secreção de quilomícrons 
quando comparado aos ácidos graxos saturados, por au- 
mentar a expressão de apoB48 e também por ser substra- 
to preferencial para translocação pela MT'TP.º 

Concomitantemente a todos esses eventos, o coleste- 
rol proveniente da dieta e presente na bile é captado no 
lumen intestinal pela proteína Niemann-Pick C1 like 1 
(NPCIL1) e esterificado no retículo endoplasmático pela 
enzima ACAT2.” Uma pequena quantidade de colesterol 
permanece na forma livre e pode retornar ao lúmen intes- 
tinal por meio de transportadores, que promovem a re- 
moção intracelular de colesterol mediado por gasto ener- 
gético, denominados ATP binding cassette G5 (ABCG5) e 
G8 (ABCG8).” O colesterol livre pode ser removido ainda 
via HDL por um transportador também pertencente à fa- 
mília ATP binding cassette, o ABCAI, cujas ações serão 
mais bem exploradas adiante. 


Diferente dos ácidos graxos poli-insaturados, o áci- 
do oleico não reduz os transcritos nem a expressão de 
NPCILI e, ainda, não promove a remoção de colesterol 
mediada pelas proteínas da membrana da borda em esco- 
va ABCG5 e ABCG8.””3 Esses eventos poderiam culmi- 
nar com o acúmulo de colesterol livre no enterócito; en- 
tretanto, o ácido oleico é o substrato preferencial da 
enzima ACAT, responsável por sintetizar ésteres de coles- 
terol,” os quais são incorporados e secretados nos quilo- 
microns. Desta forma, a menor remoção de colesterol 
presente no enterócito pelos transportadores ABC é re- 
sultado da menor disponibilidade de colesterol livre.” 

Os lipídios incorporados nos quilomícrons sofrem 
ação da lipoproteína lipase (LPL), localizada no endotélio 
dos capilares de todos os tecidos extra-hepáticos, liberan- 
do ácidos graxos na circulação. A LPL favorece a ligação 
de quilomícrons e VLDL às superfícies celulares e seus 
receptores” e é controlada por mecanismos pós-transcri- 
cionais. Três proteínas são capazes de inibir sua atividade: 
as proteínas semelhantes à angiopoietina (Angptl) 3, 4 
(Fiaf) e 8. Em especial, a transcrição da Angptl4 é contro- 
lada pelos ácidos graxos e pelos PPAR. Ambos reduzem a 
atividade dessa proteína, o que aumenta a expressão da 
LPL, contribuindo para alterações no metabolismo de 
triacilgliceróis em vários tecidos.” O ácido oleico, quan- 
do comparado aos ácidos palmítico, mirístico, linoleico e 
linolênico, tem maior afinidade pela Angptl4, o que con- 
tribui para o estímulo da atividade de LPL.” 

A atividade da LPL promove a formação dos rema- 
nescentes de quilomícrons, que são reconhecidos por re- 
ceptores de LDL (tipo B/E) ou pela proteína análoga ao 
receptor de LDL (LRP-1) e, em seguida, são cataboliza- 
dos no fígado.'*? 


Saciedade 


Os ácidos graxos alimentares influenciam diferentes 
vias envolvidas na regulação da saciedade e diversos estu- 
dos evidenciaram o papel do ácido oleico nesse processo. 
Acredita-se que uma das vias pelas quais o ácido oleico 
possa induzir saciedade é pelo estímulo da secreção de 
colecistocinina (CCK), uma vez que o uso de um antago- 
nista do receptor desse hormônio bloqueou as respostas 
anorexigênicas em ratos que receberam infusão duode- 
nal desse ácido graxo.” A CCK é secretada pelas células I 
do duodeno e estimula a contração da vesícula biliar, a 
secreção de enzimas pancreáticas, além de retardar o es- 
vaziamento gástrico, promovendo a saciedade.**? Con- 
tudo, para que o ácido oleico exerça esses efeitos, deve ser 
reconhecido por receptores presentes nas células I. Esse 
reconhecimento é feito preferencialmente pela família 
dos receptores acoplados à proteína G (GPR), os quais 


são capazes de reconhecer tanto ácidos graxos de cadeia 
longa (GPR40/FEARI e GPR120/FFAR4) quanto de ca- 
deia curta (GPR43/FFAR2 e GPR41/FFAR3).® As ações 
do ácido oleico sobre a liberação de CCK parecem ser 
mediadas pelo receptor GPR40.*** 

Além da sua ação sobre a CCK, o efeito do ácido olei- 
co sobre a saciedade parece envolver a secreção de incre- 
tinas pelas células L,” as quais se localizam na porção 
distal do intestino delgado e no cólon. Essas células são 
responsáveis por secretar o peptídeo análogo ao gluca- 
gon (GLP-1), hormônio com efeitos insulinotrópicos so- 
bre as células beta e que também está envolvido no pro- 
cesso de saciedade.*** 

Ao contrário dos ácidos graxos saturados, o ácido 
oleico estimula a secreção de GLP-1 pelas células L em 
um mecanismo envolvendo a ativação da proteína qui- 
nase C atípica (PKC-zeta), a qual está envolvida na regu- 
lação da secreção de insulina mediada por ácidos graxos 
de cadeia longa.”””! Comprovando os efeitos benéficos 
do ácido oleico sobre a secreção de incretinas, foi de- 
monstrado em ratos Zucker que a ingestão de ração nor- 
molipídica contendo azeite de oliva, por 2 semanas, me- 
lhorou a tolerância à glicose quando comparados aos 
ratos que ingeriram óleo de coco.” Nesse mesmo con- 
texto, em adultos jovens magros e também em diabéti- 
cos, a concentração de GLP-1 foi maior mediante o con- 
sumo de azeite de oliva quando comparado à margarina, 
o que confirma a relação entre a composição de ácidos 
graxos e a secreção de incretinas no período pós-pran- 
dial.º2º 

Outro efeito do ácido oleico sobre a saciedade está en- 
volvido no seu papel como precursor de uma molécula 
sinalizadora conhecida como oleoiletanolamida,”* capaz 
de induzir saciedade por mecanismos envolvendo não 
apenas a inervação vagal, mas também neurônios locali- 
zados no núcleo do trato solitário do hipotálamo.” De 
fato, neurônios especializados presentes no núcleo ar- 
queado do hipotálamo induzem a saciedade mediante es- 
tímulos de hormônios secretados por tecidos periféricos, 
como leptina e insulina. Entretanto, o consumo de dietas 
ricas em lipídios ativa vias inflamatórias no hipotálamo, 
prejudicando a ação anorexigênica da insulina.” O ácido 
oleico atenua a inflamação e a resistência à insulina e à 
leptina no hipotálamo, além de aumentar a expressão de 
pró-opiomelanocortina (POMC) e do transcrito regula- 
do por cocaína e anfetamina (CART), ambos associados à 
via anorexigênica no núcleo arqueado.* Essa ação está 
associada à capacidade de o ácido oleico ativar o receptor 
GPRI20, possibilitando a sua associação com a proteína 
beta-arrestina 2. Essa associação impede a ativação trans- 
cricional do fator nuclear kappa B (NF-KB) por dissociar 
as proteínas TAKI (transforming growth factor-beta acti- 
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vated kinase 1) e TAB1 (TAKI binding protein-1), que são 
duas proteínas upstream à via de sinalização do NF-KB.” 

Apesar da importante associação do ácido oleico so- 
bre a promoção da saciedade, sua ação pode ser compro- 
metida pela ingestão de dietas hiperlipídicas a longo pra- 
zo% 


Microbiota intestinal 


Muitos estudos têm evidenciado a importância da 
microbiota intestinal sobre o risco de desenvolver doen- 
ças crônicas não transmissíveis (DCNT).'º1-103 Já está 
bem estabelecido que dietas ricas em lipídios alteram a 
composição da microbiota, aumentando a razão Firmi- 
cutes| Bacteroidetes, fator que interfere na permeabilidade 
intestinal, induzindo maior absorção de lipopolissacarí- 
deos (LPS), "+! causando endotoxemia metabólica, o 
que favorece a ocorrência de um quadro de inflamação 
de baixo grau, a qual é observada especialmente na obe- 
sidade. Esses eventos contribuem para a ativação do pro- 
cesso inflamatório e o prejuízo na via de sinalização da 
insulina, e associam-se a maior adiposidade tanto em 
animais quanto em humanos.!º!!02 

Até o momento, poucos estudos avaliaram especifi- 
camente o efeito do ácido oleico sobre a microbiota in- 
testinal. A suplementação de ração rica em lipídios com 
um composto derivado do ácido oleico aumentou a 
quantidade de Bifidobacterias e reduziu Enterobacterias e 
Clostridium, favorecendo a redução do peso corporal de 
camundongos.” Demonstrou-se também que, em ca- 
mundongos alimentados por oito semanas com rações 
hiperlipídicas (45% do valor calórico total provenientes 
de lipídios) contendo ácido oleico, a razão Firmicutes/ 
Bacteroidetes foi menor em comparação à ração conten- 
do ácido graxo saturado (óleo de palma), o que propor- 
cionou menor ganho de peso e menor acúmulo de lipí- 
dios no tecido hepático. 


Aterosclerose 


Estudos epidemiológicos e clínicos estabeleceram os 
efeitos benéficos dos ácidos graxos insaturados sobre o 
risco cardiovascular, em especial por influenciarem favo- 
ravelmente a concentração plasmática de lipídios. Com o 
avanço da nutrigenômica, foi possível descobrir os meca- 
nismos moleculares envolvidos nesses eventos. 

Durante o desenvolvimento da aterosclerose, as con- 
centrações plasmáticas de LDL exercem o principal pa- 
pel, uma vez que a retenção dessa lipoproteína no espaço 
subendotelial favorece sua modificação por processos 
oxidativos."*º Uma vez oxidada, a partícula de LDL é 
capaz de estimular a ativação endotelial, caracterizada 
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pelo aumento da expressão de moléculas de adesão, co- 
mo as selectinas E e P e as moléculas de adesão da célula 
vascular-1 (VCAM-1) e intercelular-1 (ICAM-1),!98110-112 
bem como da proteína quimiotática de monócitos-1 
(MCP-1), contribuindo para o recrutamento de células 
inflamatórias para o local propenso à formação da le- 
são." Nesse contexto, partículas de LDL de indivíduos 
que consomem dietas ricas em ácidos graxos monoinsa- 
turados são mais resistentes à oxidação quando compa- 
radas às partículas LDL de indivíduos que consomem 
dietas ricas em ácidos graxos saturados e poli-insatura- 
dos.!* Em virtude do alto consumo de ácido oleico, a po- 
pulação grega também apresenta partículas de LDL mais 
resistentes à oxidação, evento que proporciona menor 
adesão de monócitos nas células endoteliais pré-incuba- 
das com as LDL desses indivíduos."'>!!º Esse efeito está 
associado à capacidade de o ácido oleico inibir a expres- 
são de genes que codificam as moléculas de adesão 
VCAM-1 e ICAM-1, bem como a E selectina.'” 

Além de diminuir a adesão e o recrutamento de célu- 
las inflamatórias para o espaço subendotelial, o ácido 
oleico também reduz a transcrição do gene que codifica o 
fator estimulante da colônia de macrófagos quando com- 
parado ao ácido graxo saturado esteárico."'º Esse efeito 
do ácido oleico sobre a diferenciação de monócitos a ma- 
crófagos é um passo crucial para a redução do risco de 
desenvolver a aterosclerose, já que são os macrófagos que 
possuem os receptores scavenger ou receptores depura- 
dores, como lectin-like oxLDL (LOX-1), cluster of diffe- 
rentiation 36 (CD36) e class A e B scavenger receptors 
(SRA e SR-BI, respectivamente), responsáveis pela capta- 
ção da LDL modificada.!"”! 101192 

Dentre esses receptores, o ácido oleico diminui a ex- 
pressão de CD36 em macrófagos da linhagem humana 
U937 e THP-1 quando comparado aos ácidos graxos satu- 
rados, culminando em menor captação de LDL modifica- 
das.'”° Além disso, o ácido oleico também atenua a expres- 
são de LOX-1 causada pelos ácidos graxos saturados, 
especialmente por reduzir a expressão de proteínas PERK 
(protein kinase-like ER kinase), elF2alfa (eukaryotic trans- 
lation initiation factor 2alfa) e JNK (c-JUN N-terminal 
kinase), todas envolvidas na via do estresse do reticulo 
endoplasmatico.'7!"'!” 

Os efeitos do ácido oleico sobre esses mecanismos são 
relevantes porque a captação de LDL modificadas e, por- 
tanto, o acúmulo de colesterol e seus metabólitos oxidados 
(oxisteróis) nos macrófagos contribui para a formação 
das células espumosas, as quais são capazes de propagar 
ainda mais a resposta inflamatória, secretando maior 
quantidade de mediadores inflamatórios e moléculas qui- 
mioatraentes.!>!12 


Entretanto, a captação de partículas de LDL e tam- 
bém a remoção intracelular de colesterol são fundamen- 
tais para a manutenção da homeostase de colesterol nos 
macrófagos, impedindo assim a formação da célula espu- 
mosa. A remoção de colesterol está inserida no transpor- 
te reverso de colesterol, processo no qual a apo A-I, 
principal proteína da HDL, remove o colesterol celular 
por interação com o transportador ABCA-1, enquanto a 
HDL remove colesterol por interação com ABCG-1. Após 
a captação de colesterol pelos aceptores extracelulares 
(apo A-I e HDL), a HDL madura conduzirá o colesterol 
dos tecidos periféricos para o fígado para secreção bi- 
liar." A expressão das proteínas da família ABC é esti- 
mulada em resposta às altas concentrações intracelulares 
de colesterol e seus produtos oxidados, conhecidos como 
oxisteróis, os quais são ligantes do receptor nuclear LXR 
e, portanto, induzem a heterodimerização LXR/RXR, fa- 
vorecendo a transcrição de genes que codificam ABCA-1 
e ABCG-1.24 

De forma geral, ácidos graxos insaturados, como o 
oleico, reduzem a disponibilidade dos transportadores da 
família ABC na membrana plasmática, reduzindo a efi- 
ciência de remoção intracelular de colesterol. Os mecanis- 
mos moleculares que explicam essa ação envolvem a re- 
pressão transcricional que esses ácidos graxos exercem 
sobre o LXR, uma vez que competem com os oxisteróis 
pela ligação a esse receptor nuclear.» Entretanto, o áci- 
do oleico também parece atuar em nível pós-traducional, 
por induzir a fosforilação dos resíduos de serina do 
ABCA-1, o que desestabiliza a estrutura da proteína e fa- 
cilita sua degradação.” É importante ressaltar que o 
ácido oleico reduz de forma significativa a captação de 
LDL oxidada pelo macrófago, não induzindo o acúmulo 
de lipídios e, consequentemente, a transcrição de proteí- 
nas que removam o colesterol celular. Além disso, confor- 
me citado anteriormente, por ser substrato preferencial 
da ACAT, o ácido oleico reduz a disponibilidade de coles- 
terol livre para remoção mediada pelos transportadores 
ABC.? Ainda, mediante atividade da ACAT, a conversão 
de colesterol livre para esterificado protege a célula contra 
a indução do processo de apoptose mediado pela ativação 
do estresse do retículo endoplasmático.!2»!ºº Mais recen- 
temente, também foi descrito que o acúmulo de colesterol 
livre favorece a formação de cristais de colesterol, os quais 
são capazes de ativar o inflamassoma, um complexo pro- 
teico envolvido no processamento e maturação da IL-1be- 
ta e IL-18.º112 Por todos os eventos aqui descritos, o áci- 
do oleico não induz a ativação do inflamassoma e até 
mesmo atenua a ação dos ácidos graxos saturados sobre a 
maturação de IL-1beta e a atividade de caspase-1, sendo a 
última associada à apoptose de macrófagos.'* 


Já está bem estabelecido que a apoptose tanto de ma- 
crófagos quanto de células musculares lisas e endoteliais, 
juntamente com um ambiente pró-inflamatório, pró- 
-coagulante e proteolítico, contribui para a vulnerabilida- 
de da placa aterosclerótica. Tal condição favorece a rup- 
tura da placa, incorrendo a eventos como oclusão arterial 
e processos aterotrombóticos.>!** Desta forma, median- 
te o consumo de dietas normolipídicas, o ácido oleico 
reduz o risco de desenvolver aterosclerose, por reduzir a 
expressão e atividade de proteínas envolvidas em vias de 
sinalização pró-apoptóticas e pró-inflamatórias. 


Tecido adiposo 


O tecido adiposo é um órgão endócrino com intensa 
atividade metabólica, especializado no armazenamento 
energético sob a forma de triacilgliceróis.* O consumo 
de dietas hipercalóricas associado ao menor gasto energé- 
tico resulta em hipertrofia e hiperplasia desse tecido, com 
aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias e 
pró-coagulantes e de moléculas quimioatraentes implica- 
das nas alterações metabólicas da obesidade.'°°"*’ 

O tipo de ácido graxo presente na dieta pode, entre 
outros fatores, alterar a homeostase de lipídios no tecido 
adiposo, atuando em vias de sinalização envolvidas no 
controle da expressão e atividade de enzimas lipolíticas e 
lipogênicas. Nos adipócitos, o ácido oleico apresenta efeito 
neutro sobre a morfologia e o acúmulo de lipídios, pois 
não interfere na expressão da SCD-1, já que esse ácido gra- 
xo é um dos produtos finais da ação dessa proteína." Em- 
bora não altere também a expressão da enzima lipolítica 
designada lipase hormônio sensível, o ácido oleico induz a 
expressão da lipase de lipoproteína, enzima lipolítica com 
importante ação na diferenciação de pré-adipócitos em 
adipocitos.'**! Esse efeito é considerado benéfico, uma 
vez que os pré-adipócitos — células presentes na fração do 
estroma vascular do tecido adiposo — compartilham di- 
versas características fenotípicas com macrófagos pró-in- 
flamatórios, incluindo a capacidade de secretar citocinas 
pró-inflamatórias, como TNFalfa, IL-6 e MCP-1.49!4 A 
MCP-1 está associada ao recrutamento de monócitos e ao 
acúmulo de macrófagos no tecido adiposo, e as dietas ricas 
em lipídios promovem a polarização desses macrófagos 
para o fenótipo pró-inflamatório (macrófagos M1),'” 
propagando ainda mais o processo inflamatório nesse teci- 
do. O ácido oleico parece induzir a polarização de macró- 
fagos para o fenótipo anti-inflamatório M2, caracterizado 
pela presença dos marcadores CD206, MGL1 e ARG1 no 
tecido adiposo mesentérico.'? Comprovando essa ação do 
ácido oleico, o tecido adiposo subcutâneo de indivíduos 
com sobrepeso que consomem dietas contendo ácidos 
graxos monoinsaturados apresenta expressão de genes 
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associados a um perfil anti-inflamatório significativamen- 
te maior quando comparado a indivíduos que consomem 
dietas contendo ácidos graxos saturados.'* 

Além disso, independentemente da concentração 
utilizada, o ácido oleico não estimula a via de sinalização 
do NF-kB," exercendo um efeito neutro sobre a ex- 
pressão de biomarcadores pró-inflamatórios, como IL-6 
e MCP-1.1°8 

O tecido adiposo desempenha papel importante na 
homeostase da glicose, pois secreta adipocinas (TNFal- 
fa, IL-6, resistina e adiponectina) associadas à regulação 
da via de sinalização da insulina.'*” Em adipócitos da li- 
nhagem 3T3-L1, o ácido oleico não alterou a expressão 
de GLUT4, transportador importante na captação de 
glicose para o meio intracelular, quando comparado aos 
ácidos esteárico e eicopentaenoico."* Entretanto, em 
animais submetidos a uma dieta com ração hiperlipídi- 
ca, a substituição de ácido graxo saturado por monoin- 
saturado melhora a ação da insulina e, portanto, a glice- 
mia pós-prandial.” Além disso, o consumo de dieta rica 
em ácido oleico por indivíduos resistentes à insulina, 
durante 28 dias, resultou em menor concentração 
pós-prandial de ácidos graxos livres, glicose e leptina de 
jejum em comparação à dieta rica em ácidos graxos sa- 
turados.'** Esse resultado pode ser atribuído ao papel do 
ácido oleico em inibir a expressão de resistina, proteína 
diretamente relacionada ao desenvolvimento de resis- 
tência à ação da insulina, e induzir a expressão de adipo- 
nectina, associada à melhora da sensibilidade à ação da 
insulina. !4º 

A representação esquemática da ação do ácido oleico 
sobre algumas vias de sinalização está apresentada na Fi- 
gura 11.1. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Embora, durante muitos anos, os ácidos graxos mo- 
noinsaturados tenham sido considerados neutros sob o 
ponto de vista cardiovascular, demonstrou-se, posterior- 
mente, sua ação benéfica em estudos clínicos e epidemio- 
lógicos com o uso da dieta do Mediterrâneo, na qual o 
ácido oleico é predominante. 

A elucidação da ação desses ácidos graxos sobre fa- 
tores de transcrição gênica vem possibilitando o enten- 
dimento de sua ação com vias de sinalização associadas 
direta ou indiretamente ao desenvolvimento da doença 
cardiovascular. Dessa forma, a nutrigenômica como fer- 
ramenta de investigação vem confirmando a importância 
do consumo do ácido oleico no contexto de uma dieta 
com quantidades adequadas de calorias e de lipídios, 
conforme recomendações das diretrizes nacionais e in- 
ternacionais. 
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Figura 11.1 Ação do ácido oleico sobre vias de sinalização intracelulares. ACAT: acil CoA:colesterol aciltransferase; ACC: acetil CoA carboxilase; apo: 
apolipoproteina; AG: ácido graxo; CE: colesterol esterificado; CPT-1: carnitina palmitoil transferase-1; DGAT: diacilglicerol aciltransferase; FAS: ácido 
graxo sintase; GLUT: transportador de glicose; HMGCoAr: enzima HMG CoA redutase; INSIG: gene induzido por insulina; IRS: substrato do receptor de 
insulina; JNK: c-Jun amino-terminal quinase; LDLr: receptor de LDL; LXR-alfa: receptor nuclear X hepático alfa; M1 e 2: macrófagos 1 e 2; MTTP: pro- 
teína de transferência microssomal de triacilgliceróis; PGC-1alfa: coativador lalfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma; PI3K: fosfatidil 
inositol-3-quinase; PPAR: receptores ativados por proliferadores de peroxissoma; PTEN: fosfatase homóloga à tensina; RE: retículo endoplasmático; 
SCAP: proteína ativadora da clivagem de SREBP; SCD-1: estearoil CoA dessaturase; SREBP: proteína ligadora ao elemento responsivo a esteróis; TG: 


triglicérides. Fonte: adaptada de Afonso et al.'º, Arner e Langin™, Abumrad e Davidson", Lottenberg et al.!2, Iqbal e Hussain". 
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INTRODUÇÃO 


Vitamina A é um termo que se refere a um subgrupo 
de retinoides naturais com atividade biológica do retinol 
todo-trans. Os principais retinoides são retinol (álcool), 
retinal (aldeído) e ácido retinoico (AR) (ácido). A vita- 
mina À exerce papel fundamental em múltiplos proces- 
sos que envolvem diferenciação celular e desenvolvimen- 
to tecidual, como cicatrização, epitelização, reprodução, 
embriogênese e imunidade. O retinol pode ser oxidado a 
retinal e, nesta forma, desempenha todas as atividades 
biológicas do retinol. O retinal, ao ser novamente oxida- 
do, transforma-se em AR, e essa forma de vitamina A 
não apresenta atividade na visão e no sistema reproduti- 
vo.! A diversidade de ação da vitamina A se deve, em 
grande parte, ao AR, que é considerado hormônio de 
ação pleiotrópica. As atividades biológicas da vitamina A 
são realizadas por meio de um sistema de sinalização 
complexo do qual participam os receptores nucleares, 
incluindo o receptor de AR (RAR) e o receptor X de reti- 
noides (RXR). 

Uma forma de se obter a vitamina A é por meio da 
ingestão de alimentos que contenham vitamina A pré-for- 
mada ou ésteres retinílicos (ER). Outra forma é por meio 
da ingestão de carotenoides. Alguns desses compostos são 
chamados de provitamina A, em razão de darem origem 
a retinoides ao serem clivados.? 

Para que o composto apresente ação de vitamina A, é 
necessário que possua em sua estrutura ao menos um 
anel beta-ionona (trimetil ciclo-hexano conjugado) e 
uma cadeia lateral poliênica ligada. Existem mais de 600 
carotenoides na natureza e apenas 50 apresentam ativi- 
dade de vitamina A. Os carotenoides mais conhecidos 
com essa atividade são o alfa e o betacaroteno e a beta- 
criptoxantina.? 
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METABOLISMO 


Na fase de digestão, os ER e os carotenoides são libe- 
rados de suas combinações proteicas por meio da ação de 
enzimas proteolíticas do sistema digestivo. Como vitami- 
na À e carotenoides são lipossolúveis, os lipídios oriun- 
dos da alimentação atuam como veículo para o transpor- 
te de ambos no lúmen intestinal. Esses compostos 
participam das micelas, sendo os ER hidrolisados pelas 
esterases pancreáticas e por esterases próprias da mem- 
brana apical do intestino delgado, o que acarreta a libera- 
ção do retinol. O retinol livre é absorvido pelas células da 
mucosa intestinal, com o auxílio da bile.’ 

O transporte intracelular de vitamina A é mediado 
por proteínas transportadoras. A proteína ligadora do re- 
tinol (RBP, retinol-binding protein) celular tipo 2 funcio- 
na como reservatório do retinol absorvido e o apresenta 
para as enzimas esterificantes. A reesterificação do retinol 
com ácidos graxos de cadeia longa ocorre nas células da 
mucosa intestinal. A principal enzima envolvida na este- 
rificação intestinal do retinol ligado à RBP celular é a le- 
citina retinol aciltransferase (LRAT). O retinol livre (dis- 
perso no citosol) pode ser esterificado tanto pela enzima 
acil coenzima A retinol aciltransferase (ARAT) como 
pela LRAT.* Os complexos formados (ER com ácidos 
graxos de cadeia longa, principalmente os ácidos graxos 
palmítico ou esteárico) são transportados por quilomí- 
crons (Qm) na circulação linfática e, posteriormente, al- 
cançam a circulação sanguínea via ducto torácico.” 

Outra fonte de retinol é a conversão de carotenoides. 
O betacaroteno é convertido em retinol na mucosa intes- 
tinal, processo que necessita de duas enzimas. Uma delas 
é a betacaroteno 15,15’-mono-oxigenase (BCMO1), que 
cliva centralmente o betacaroteno e, a partir dessa reação, 
resultam duas moléculas de retinaldeído. A outra enzima 
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é a retinaldeído redutase, que catalisa a redução do reti- 
nal em retinol. Além dessa forma de conversão, os carote- 
noides podem seguir outras vias, como passar intactos 
para a circulação linfática e serem metabolizados em 
uma forma inativa ou ficar retidos até o descamamento 
celular no intestino. 

Outros carotenoides podem, também, ser converti- 
dos em vitamina A por meio da ação de duas enzimas: a 
BCMOI1, que promove a clivagem central, gerando reti- 
noides, e a betacaroteno-9,10"-mono-oxigenase (BC- 
MO2), que promove clivagem excêntrica, gerando apo- 
carotenoides de cadeia longa. A verificação de que as 
oxigenases são fundamentais para a homeostase dos reti- 
noides foi realizada em animais knockout para os genes 
Bcmol e Bcmo2 e com a administração de betacaroteno 
como fonte de vitamina A. Os animais com duplo knoc- 
kout apresentaram acúmulo de betacaroteno e deficiên- 
cia de vitamina A.º 

A conversão do betacaroteno em retinol é variável e, 
às vezes, muito baixa.” Em estudos populacionais, 27 a 
45% dos indivíduos foram classificados como conversores 
deficientes do betacaroteno em retinol. Esses indivíduos 
apresentavam apenas 9% de capacidade de formar vita- 
mina A a partir do betacaroteno. Essa ampla diferença 
interindividual pode ser causada por redução da atividade 
enzimática como consequência de polimorfismos de nu- 
cleotídeo único (SNP) no gene BCMOI.º Os SNP mais 
estudados no gene BCMOI são o R267S (rs12934922), 
que se refere à troca de uma adenina por uma timina na 
posição 801 do gene, resultando na codificação de uma 
serina em vez de uma arginina no códon 267, e o A379V 
(rs7501331), com troca de uma citosina por uma timina 
na posição 1136 do gene e consequente troca de uma ar- 
ginina por uma valina no códon 379. A combinação das 
variantes R267S + A379V reduz a atividade catalítica da 
BCMO1 in vitro em 57%.’ Ainda, a mutação T170M no 
gene BCMO!I causa grande diminuição da atividade en- 
zimática in vitro, tendo-se observado a presença de hi- 
percarotenemia e hipovitaminose A em indivíduo car- 
reador do alelo variante em homozigose. Entretanto, a 
frequência dessa mutação é muito baixa e não explica a 
alta frequência de fenótipos conversores deficientes ob- 
servados na população humana.’ 

A quantidade de ER nos Qm varia de acordo com a 
quantidade de vitamina A na alimentação, podendo ser 
inexistente se a refeição for livre dessa vitamina ou conter 
até vários miligramas, por exemplo, em refeição conten- 
do fígado bovino ou por meio da ingestão de suplemen- 
tos de vitamina A. O transporte de ER pelos Qm depende 
do metabolismo do próprio Qm, com o pico de concen- 
tração ocorrendo de duas a seis horas após a ingestão. Os 
Qm são metabolizados nos tecidos em que há grande ati- 


vidade da enzima lipase de lipoproteína. A captação de 
ER por tecidos extra-hepáticos corresponde a 20 a 40% 
da vitamina A da alimentação. Dentro dos Qm, também 
há retinol não esterificado, que corresponde de 5 a 10% 
da vitamina A total. Essa forma possibilita maior rapidez 
na oferta da vitamina A aos tecidos. O ER no Qm e o re- 
tinol não esterificado podem ser vias de transporte im- 
portantes em situações de deficiência de vitamina A.>!! 


Captação hepática de quilomicrons 


As células do parênquima hepático são responsáveis 
pela captação dos Qm remanescentes e dos ER a eles liga- 
dos. Nessas células, ocorre hidrólise dos ésteres e o retinol 
é rapidamente transportado às células estreladas perissi- 
nusoidais, para estoque, pela RBP celular. Cerca de 90% 
das reservas corporais de vitamina A são armazenadas 
nas células estreladas hepáticas, sob a forma de ER.” 
Quando necessário, o retinol é mobilizado a partir das 
células estreladas (os ER sofrem nova hidrólise) e envia- 
do diretamente à circulação sanguínea, ligado à RBP. A 
hidrólise dos ER, no fígado, é mediada pela enzima retinil 
éster hidrolase (REH). A secreção do complexo RBP-reti- 
nol do fígado para o plasma ocorre por meio do comple- 
xo de Golgi, e a secreção das vesículas e microtúbulos 
derivados do aparelho de Golgi não reflete a totalidade 
da síntese proteica hepática da RBP.” 


Transporte 


A vitamina A é transportada do fígado aos órgãos na 
forma de retinol ligado à RBP. Essa proteína é também 
chamada de RBP4, que é a designação de seu gene. A RBP 
circula no sangue ligada à transtirretina (TTR) e ao reti- 
nol, formando um sistema de transporte que, em condi- 
ções normais, apresenta a relação molar de 1:1:1. A libera- 
ção do retinol para a circulação sanguínea é dependente 
da formação prévia do complexo RBP-retinol.'%! 

O complexo RBP-retinol, ao se ligar à TTR, diminui 
a excreção renal da vitamina A circulante. Uma vez que o 
retinol é liberado nos tecidos alvo, a RBP perde a afinida- 
de com a TTR, que é, então, eliminada via filtração glo- 
merular. O complexo TTR-RBP-retinol constitui a forma 
predominante de retinoides na circulação sanguínea 
(>95%). A RBP se liga somente às formas naturais da vi- 
tamina A; em contraste, os retinoides sintéticos circulam 
no sangue ligados à albumina sérica."* 


Captação celular 


O complexo vitamina-proteína interage com a 
membrana celular por meio de receptor para a RBP 


(proteína transmembrana designada Stra6). O retinol é 
separado da RBP e é carregado para dentro da célula, 
ligado ao transportador RBP celular. Parte desse retinol 
volta a ser reesterificado e armazenado, com auxílio da 
LRAT, e outra parte é transformada em AR. O AR éliga- 
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do a sua própria proteína transportadora, a proteína 
transportadora do AR celular (CRABP). O complexo 
AR-CRABP pode ser translocado para dentro do nú- 
cleo, onde pode efetuar ações em âmbito molecular (Fi- 
gura 12.1). 


RBP 
celular 


Reesterificação 


Citoplasma 


Figura 12.1 Captação celular do retinol (ROH), que, ligado à proteína ligadora de retinol (RBP), interage com o receptor da membrana celular 
(Stra6). No citosol, o retinol é separado da RBP e liga-se a outra proteína denomidada RPB celular. Parte do retinol pode ser reesterificada em 
ésteres retinílicos (ER) e outra parte é transformada em ácido retinoico (AR). O AR é ligado à proteína celular ligadora de AR (CRABP). O complexo 
AR-CRABP pode ser translocado para dentro do núcleo, onde pode efetuar ações em âmbito molecular. 


REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA PELO ÁCIDO 
RETINOICO 


O AR todo-trans (ATRA, all-trans retinoic acid) se liga 
a receptores nucleares específicos como o RAR — RAR alfa, 
RAR beta e RAR gama. Os isômeros 9-cis e 13-cis do AR se 
ligam ao RXR — RXR alfa, RXR beta e RXR gama. Esses 
receptores estão presentes em todos os tecidos, principal- 
mente naqueles que apresentam maiores taxas de divisão 
celular. O ATRA pode, também, se ligar aos receptores ati- 
vados por proliferadores de peroxissomos beta e delta 
(PPAR beta/delta). A ação da vitamina A será determinada 


em função do receptor ao qual o AR se liga. A ligação com 
o RAR é regulada pela proteína de ligação do AR celular 2 
(CRABP2) e pela proteína ligante de ácidos graxos tipo 5 
(FABPS, fatty acid-binding protein 5), as quais medeiam a 
ligação do AR ao PPAR beta/delta.'* Por exemplo, o AR po- 
de ter efeito de estimular ou suprimir o crescimento tumo- 
ral, que pode ser estimulado quando o AR é transportado 
pela FABP5, mas pode ser suprimido quando o AR é trans- 
portado pela CRABP2.” Cada transportador ativa diferen- 
tes receptores nucleares, o que resulta em respostas dicotô- 
micas em diferentes linhagens celulares e modelos animais, 
como pode ser observado na Figura 12.2. 
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Figura 12.2 Modelo esquemático de interações gênicas por ativação 
do RAR e RXR- ligações preferenciais. 


O RAR e o RXR podem ser ativados por ligantes na- 
turais e sintéticos e induzir a expressão de genes-alvo. 
Uma dessas substâncias é um metabólito do licopeno. 
Aydemir et al.'* mostraram em camundongos que, ao ad- 
ministrar licopeno, carotenoide que não possui anel be- 
taionona, forma-se um metabólito que induz a sinaliza- 
ção celular mediada por RAR em alguns órgãos. Desta 
maneira, o conceito de atividade da vitamina A deve ser 
dado não por sua estrutura molecular, mas por sua capa- 
cidade de interação com o receptor nuclear de AR. 

Por outro lado, existem substâncias que podem inte- 
ragir com os receptores e impedir a ativação da expressão 
gênica, como o beta-14’ apocarotenol, que é formado 
após a clivagem excêntrica do betacaroteno e pode inibir 
a ativação dos PPAR (alfa e gama) e do RXR e as respostas 
biológicas induzidas por seus respectivos agonistas tanto 
in vitro quanto in vivo.'*?° 

Por atuarem como fatores de transcrição, os recepto- 
res nucleares dependem da ligação a sequências consen- 
so, as quais promovem o aumento da atividade transcri- 
cional de genes alvo. Os receptores nucleares esteroides 
clássicos (receptor de glicocorticoides, receptor de proges- 
terona, receptor androgênico e receptor de estrógeno) se 
ligam aos elementos de resposta como homodimeros.”! 
Os receptores nucleares não esteroides, o RAR, o receptor 
da vitamina D (VDR, vitamin D receptor)? e o receptor 
do hormônio tireoidiano (TR, thyroid hormone recep- 
tor)? se ligam, preferencialmente, aos elementos de res- 
posta como parte de uma ligação heterodimera. O ligante 
comum nessa interação é o RXR, que pode se ligar, tam- 
bém, a outros receptores, como o receptor de farnesoide 
X (FXR, farnesoid X receptor), o receptor hepático X 
(LXR, live X receptor), os PPAR, o receptor X de pregnano 
(PXR, pregnane X receptor) e o receptor constitutivo de 
androstano (CAR, constitutive androstane receptor) (Figu- 
ra 12.3). 


Figura 12.3 Modelo esquemático que ilustra o papel da proteína liga- 
dora de ácidos graxos 5 (FABP5) e da CRABP2 na regulação do ácido 
retinoico (AR) (no câncer de mama). Quando a concentração citoplas- 
mática de FABP5 está elevada, em comparação à de CRABP2, o AR 
se liga preferencialmente à FABP5. Quando a concentração da FABP5 
está relativamente baixa em relação à de CRABP2, o AR se liga pre- 
ferencialmente à CRABP2, diminuindo assim a sobrevivência celular. 
Fonte: Adaptada de Liu et al.” 


Uma característica importante dos receptores que 
atuam na forma de heterodímeros é a possibilidade de 
serem ativados por ligantes do RXR ou do seu dímero. 
Essa capacidade de dupla ligação permite que os recepto- 
res sejam classificados em heterodímeros permissivos e 
não permissivos. Os permissivos são aqueles que podem 
ser ativados por qualquer um dos ligantes e os não per- 
missivos, aqueles que são ativados apenas pelo ligante do 
dímero, enquanto o RXR permanece inativo.” Os díme- 
ros permissivos são PPAR, LXR, FXR, PXR e CAR e os 
não permissivos são RAR, TR e VDR. Os primeiros res- 
pondem aos ácidos graxos oriundos da alimentação, en- 
quanto os não permissivos funcionam primariamente 
como receptores hormonais e estão sob controle regula- 
tório rigoroso.” 

O RXR e seus dímeros têm papel importante na re- 
gulação do metabolismo energético, pois regulam o con- 
junto de receptores nucleares que atuam na captação e no 
estoque de nutrientes e protegem o organismo contra 
componentes tóxicos.” 

Por exemplo, no estado prandial, a secreção dos ácidos 
biliares facilitará a absorção de lipídios por meio de suas 
propriedades detergentes e também pela ativação do FXR. 
A ativação do FXR induzirá transitoriamente a expressão 
de genes que contribuirão para o transporte de nutrientes 
e ajudará a controlar o crescimento bacteriano relaciona- 
do à alimentação e à inflamação intestinal.” Além disso, o 
FXR ativa o metabolismo hepático pós-prandial por meio 
da liberação do hormônio intestinal FGF19 (fator de cres- 
cimento de fibroblastos 19), funcionando como sinal hor- 
monal para o fígado. 


A ativação do LXR pelo RXR atua como sensor de 
esterol que responde ao influxo do excesso de colesterol 
celular e regula a síntese de ácidos biliares, ativando a 
transcrição de genes que codificam proteínas associadas 
à eliminação ou que limitam o acúmulo de colesterol ce- 
lular. Por meio desse mecanismo, o organismo consegue 
remover o excesso de colesterol e ocorre a produção de 
triacilgliceróis para suprir as necessidades dos tecidos pe- 
riféricos.” 

O RXR, ao ligar-se aos diferentes PPAR, participa de 
varias fases relacionadas ao metabolismo energético. Por 
exemplo, a ativação do PPAR alfa no fígado está associada 
à oxidação de ácidos graxos;” a ativação do PPAR beta/ 
delta no músculo esquelético está associada à regulação 
de vias do metabolismo glicolítico e oxidativo;*!” e a ati- 
vação do PPAR gama, no tecido adiposo, regula o arma- 
zenamento de energia.” 

Os receptores de xenobióticos, PXR e CAR, fazem 
parte do sistema de destoxificação. Esse sistema permite 
que o organismo elimine as substâncias tóxicas, os meta- 
bólitos provenientes da alimentação e de medicamentos, 
e substâncias como hormônios esteroides e tireoidia- 
nos, bem como o AR.**º 

É importante também destacar o papel do RXR for- 
mando heterodímeros com os receptores não permissi- 
vos RAR, VDR e TR. A diferenciação e o desenvolvi- 
mento celular são regulados pelas ações do RXR e do 
RAR combinados; a homeostasia do cálcio e fósforo é 
controlada pelo heterodímero RXR/VDR, e a taxa me- 
tabólica basal é influenciada pelo RXR/TR.” 

Essa interação entre os receptores nucleares pode 
mudar em função do status de vitamina A. Por exemplo, 
na deficiência dessa vitamina, foi observado aumento da 
expressão dos PPAR (alfa e beta) e diminuição da expres- 
são do RXR.” Essa situação altera o metabolismo lipídico 
do coração de ratos, causando prejuízos metabólicos, 
uma vez que 90% da produção de trifosfato de adenosina 
(ATP) no coração é oriunda da oxidação de ácidos gra- 
xos, que resulta na formação de acetil coenzima A, a qual 
será oxidada no ciclo de Krebs.**º 


GENES ALVO REGULADOS PELO ÁCIDO RETINOICO 


Para conhecer o papel biológico do AR é preciso 
identificar os genes alvo dos retinoides. Para tanto, é ne- 
cessário o uso de tecnologias como microarray, sequen- 
ciamento de RNA, imunoprecipitação de cromatina 
(ChIPseqmethods) e modelos de cultura de células e de 
embriões em que a expressão gênica é estimulada por 
administração exógena de AR.“ Delacroix et al.“ veri- 
ficaram em modelo de fibroblastos de embriões de ca- 
mundongos a presença de 354 sítios de ligação do RAR 
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e, em células-tronco embrionárias, a presença de 462 
sítios. Tais sítios de ligação estavam localizados em ge- 
nes responsáveis por componentes críticos da via do 
fator de transformação de crescimento beta (TGF-beta) 
e eram também envolvidos na regulação e transforma- 
ção do ciclo celular. 

A vitamina A pode exercer, ainda, suas funções por 
meio de modificações na remodelação da cromatina, ou 
seja, via mecanismos epigenéticos. Existem dois mecanis- 
mos epigenéticos principais pelos quais o AR exerce suas 
ações: as alterações em histonas e no padrão de metilação 
do DNA. A cromatina é composta de DNA empacotado 
sob a forma de nucleossomos, que podem estar na forma 
de heterocromatina (a cromatina está na forma conden- 
sada e os genes estão silenciados) ou de eucromatina (a 
cromatina está descompactada e os genes estão mais sus- 
cetíveis ao processo de transcrição).“º Por exemplo, Yuan 
et al. mostraram que a ativação do gene do citocromo 
P450 26al (Cyp26al), mediada pelo AR, envolve des- 
compactação da cromatina, a qual é necessária para a ati- 
vação transcricional. 

As histonas, em particular sua cauda rica em lisina/ 
arginina, são alvo de modificações pós-transcricionais. 
Essas modificações podem ocorrer por fosforilação, ubi- 
quitinação, ribosilação, citrulinação, acetilação, entre ou- 
tros processos.“ O AR induz a transcrição dos genes 
HOX, o que aumenta a metilação ou a acetilação de di- 
versas histonas.”? Por exemplo, o resíduo de lisina 27 da 
histona H3 (H3K27) pode ser modificado tanto por ace- 
tilação quanto por metilação, com efeitos opostos na 
cromatina e na atividade transcricional.”” A abundância 
de mecanismos envolvidos na transcrição induzida pelo 
AR permite o ajuste fino da resposta gênica altamente 
específica. 

A regulação da expressão gênica também ocorre por 
meio de micro RNA (miRNA), pequenos fragmentos de 
RNA não codificantes que atuam como reguladores en- 
dógenos da expressão gênica. O AR regula a expressão de 
vários miRNA, sugerindo papel relevante na função de 
miRNA nas vias de sinalização do AR.®*! 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


O conhecimento do papel da vitamina A em âmbito 
molecular é de extrema importância para a caracteriza- 
ção de suas funções metabólicas e para a determinação 
de novos biomarcadores. É importante lembrar que a de- 
ficiência de vitamina A é bastante prevalente e que as le- 
sões oculares diagnosticadas mediante exame clínico são 
indicadores sensíveis, mas tardios, da deficiência dessa 
vitamina. Além disso, a presença desse sinal não possibi- 
lita a realização de nenhuma ação preventiva. 


K 


4 Gendmica nutricional 


A determinação das concentrações sanguíneas de re- 
tinol e de proteínas de transporte é bastante comum co- 
mo ferramenta para o diagnóstico de deficiência subcli- 
nica. À concentração do retinol e de suas proteínas de 
transporte é resultado de processos dinâmicos envolven- 
do ingestão, estocagem, mobilização, utilização e excre- 
ção. Assim, suas concentrações são controladas para que 
não haja liberação insuficiente para suprir as necessi- 
dades teciduais ou liberação excessiva, que causariam 
efeitos tóxicos. O uso de indicadores em nível molecular 
permitirá o diagnóstico de deficiências subclínicas em 
situações mais precoces, possibilitando o desenvolvi- 
mento de estratégias preventivas. 
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INTRODUÇÃO 


As vitaminas do complexo B compreendem um gru- 
po de substâncias hidrossolúveis composto por tiamina 
(B1), riboflavina (B2), niacina (B3), ácido pantotênico 
(B5), piridoxina (B6), biotina (B7), ácido fólico (B9) e as 
cobalaminas (B12). No entanto, apenas as vitaminas B2, 
B6, ácido fólico e B12 estão relacionadas ao metabolismo 
de um carbono. 

O metabolismo de um carbono compreende as vias 
de remetilação e transulfuração da homocisteina e a for- 
mação da S-adenosilmetionina (SAM), que está relacio- 
nada às reações de metilação (DNA, RNA, proteínas, 
neurotransmissores, fosfolipídios e histonas).!* Nessas 
vias, ocorre a doação de um grupo metil (doação de um 
carbono) em presença de ácido fólico, riboflavina (repre- 
sentada pela flavina adenina dinucleotídeo — FAD), e vi- 
taminas B6 e B12º (Figura 13.1). 

Enquanto a metionina é um aminoácido essencial no 
metabolismo dos mamíferos, a homocisteína é uma 
substância aminada sulfurada, derivada da metionina 
que, entretanto, não faz parte de proteínas.” Na via de 
remetilação, a homocisteína recebe um grupo metil do 
5-metil-tetra-hidrofolato (5-metil-THF), em presença 
da enzima metionina sintase (MTR) e da metil-B12, o 
que dá origem à metionina e ao tetra-hidrofolato 
(THE), enquanto a metionina sintase redutase (MTRR) 
catalisa a redução da B12 oxidada (cob(Il)alamina) a 
metil-B12, usando a SAM como doador de grupamento 
metil® e mantendo as concentrações de metil-B12 ade- 
quadas para serem utilizadas pela MTR na reação de me- 
tilação da homocisteína à metionina. Na via da transul- 
furação, a homocisteína é catabolizada à cistationina pela 
ação da enzima cistationina beta sintase (CBS), na presença 
da coenzima vitamina B6 (Figura 13.1). 


O ácido fólico e a B12 são vitaminas necessárias pa- 
ra a duplicação celular por participarem da síntese de 
purinas e pirimidinas, do metabolismo da homocistei- 
na e de reações de metilação.”* Na deficiência grave de 
uma dessas vitaminas, ou de ambas, pode ocorrer a 
anemia megaloblástica, que afeta a hematopoese em 
seu conjunto (séries vermelha, branca e plaquetária) e, 
também, outros tecidos do organismo com intensa ca- 
pacidade regenerativa celular, como os epitélios e as 
mucosas.”'? Além disso, a deficiência por si só pode 
causar várias alterações bioquímicas que interferem no 
metabolismo. 317 

A vitamina B6 atua como coenzima de diversas rea- 
ções, com ação no metabolismo de proteínas, lipídios e 
carboidratos. Uma de suas funções está relacionada ao 
metabolismo de um carbono. Já a riboflavina é necessá- 
ria na síntese de FAD e de flavina mononucleotídeo 
(FMN), dois cofatores enzimáticos essenciais no fun- 
cionamento de enzimas importantes em diversas vias 
metabólicas, incluindo o metabolismo de um carbono. 

Este capítulo descreve o metabolismo das vitaminas 
do complexo B e da homocisteína, bem como aspectos 
bioquímicos e genéticos relacionados ao metabolismo de 
um carbono e os principais polimorfismos de nucleoti- 
deo único (SNP) relacionados ao metabolismo do ácido 
fólico, B12, B2, B6 e homocisteina. 


ÁCIDO FÓLICO 


Metabolismo 


O ácido fólico é uma vitamina necessária à saúde hu- 
mana. Ele está relacionado à transferência de uma unida- 
de de carbono na síntese das purinas (formila, -CHO), 
na síntese de timidina (metileno, “CH —), na síntese de 
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Figura 13.1 Metabolismo da homocisteína e da metionina. As vitaminas 


estão marcadas em quadrados cinza-claro e os metabólitos em cinza. 


BHMT: betaína-homocisteína metiltransferase; DMGD: dimetilglicina deidrogenase; FAD: flavina adenina dinucleotídeo; PLP: piridoxal-5'-fosfato; 


THF: tetra-hidrofolato. Fonte: Guerra-Shinohara et al.; Stabler et al." 


metionina (metil, -CH,) e também na conversão de seri- 
na em glicina.* 0? 

A estrutura química do ácido fólico consiste em um 
anel de pteridina, uma molécula de ácido p-aminoben- 
zoico (PABA) e uma molécula de ácido glutâmico. A for- 
ma monoglutamato de ácido fólico (forma sintética) é 
utilizada em suplementos vitamínicos, na terapêutica e 
na fortificação de alimentos,” sendo a forma mais oxida- 
da e a que possui maior estabilidade.” 

O termo folato é usado para designar o ácido fólico 
na forma de poliglutamato (com dois a oito resíduos de 
ácido glutâmico), presente naturalmente nos alimen- 
tos.” A forma de monoglutamato tem biodisponibilida- 
de muito maior que a forma de poliglutamato, sendo 
descrito que 0,6 ug de ácido fólico equivale a 1 ug de fo- 
lato da alimentação.” 2º 

O principal local de absorção do folato é o jejuno pro- 
ximal. No processo de absorção, a forma de poliglutamato 
é hidrolisada à forma de monoglutamato pela enzima 
folilpoli-gama-glutamato carboxipeptidase (FGCP ou 
GCPII), uma exopeptidase que está ancorada à membrana 
apical dos enterócitos,”2º como apresentado na Figura 13.2. 

A forma de monoglutamato é transportada para 
dentro das células por duas famílias de receptores: o 
carreador de folato reduzido (RFC1) e os receptores de 
folato humano (hFR).*?” Tanto a hidrólise quanto o 


transporte ocorrem em pH 6 no microambiente da vi- 
losidade do jejuno.” 

O folato intracelular é convertido em poliglutamato 
pela enzima folilpoliglutamato sintase (FPGS) ATP-de- 
pendente, enquanto a enzima c-glutamil hidrolase (GGH) 
remove os glutamatos terminais que estão ligados ao re- 
síduo glutamato proximal (Figura 13.2). A conversão 
intracelular de folato na forma de poliglutamato é uma 
maneira de aprisionamento metabólico, que impede sua 
perda celular por meio de transportadores de efluxo. 
Além disso, a forma de poliglutamato é melhor substra- 
to que a forma de monoglutamato para enzimas intra- 
celulares dependentes de folato.” 

Após a absorção celular, a maior parte do monoglu- 
tamato é reduzida e metilada, aparecendo na circulação 
principalmente na forma de 5-metil-THE” Essa forma é 
necessária na remetilação da homocisteína à metionina e 
na formação do THF . Essa reação depende da coenzima 
metil-B12, da enzima MTR e da FAD, como representa- 
do nas Figuras 13.1 e 13.2. 

No ciclo do folato, o THF recebe um grupamento 
metil da serina em presença da enzima serina hidroxil- 
metiltransferase (SHMT) e da vitamina B6, formando 
5,10-metileno-THF e glicina. 

O 5,10-metileno-THF pode ser usado na síntese de 
timidina, sendo convertido a di-hidrofolato (DHF), que 
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Figura 13.2 Esquema simplificado do metabolismo intracelular do folato e das reações de transferência de um carbono nas células epiteliais. 
Destaque às proteínas envolvidas na hidrólise intraluminal do folato. GCPII: folilpoli-gama-glutamato carboxipeptidase; absorção de ácido fóli- 
co intracelular (FR-a: receptor de folato; RFC: transportador de folato reduzido); retenção de folato intracelular (FPGS: folilpoliglutamil sintase), 
hidrólise e efluxo (GGH: c-glutamil hidrolase); ciclo da homocisteina (MTR: metionina sintase; MTRR: metionina sintase redutase; MTHFR: meti- 
lenotetra-hidrofolato redutase); manutenção da concentração de ácido fólico intracelular (DHFR: di-hidrofolato redutase; SHMT: serina hidroxil- 
metiltransferase); biossíntese de nucleotídeos (TS: timidilato sintase); metilação do DNA (DNMT1, 3a, 3b, CpG metiltransferases) e desmetilação 
do DNA (MBD2, DNA demetilase). Cbl: cobalamina; CH; grupo metil; CpG: sequência dinucleotideo citosina-guanina; DHF: di-hidrofolato; dTMP: 
desoxitimidina-5-monofosfato (timidilato); (UMP: desoxiuridina-5-monofosfato; FAD: flavina adenina dinucleotídeo; Hcy: homocisteina; Met: me- 
tionina; RFC: transportador de folato reduzido; SAH: S-adenosil-homocisteina; SAM: S-adenosilmetionina; THF: tetra-hidrofolato. O circulo cinza- 
-claro representa um anel de pteridina conjugado com PABA. O triângulo cinza representa um glutamato, que está unido por uma ligação peptidica 
(forma de poliglutamato). As enzimas estão representadas em quadrados cinza, em branco estão os transportadores, em preto as vitaminas e em 
cinza-escuro a membrana da célula. Fonte: Kim.” 


posteriormente será reduzido a THF pela di-hidrofolato síntese do DNA, provendo 10-formil-THF e 5,10-metile- 
redutase (DHFR). O 5,10-metileno-THF pode ainda no-THF para síntese de novo de purinas e timidalato*!* 
ser convertido a 5,10-metenil-THF, 10-formil-THF e (Figuras 13.2 e 13.3). 


THF pela ação da enzima metilenotetra-hidrofolato desi- A DHFR também é uma enzima dependente de 
drogenase (MTHFDI). O 5,10-metileno-THF também NADP* que desempenha importante atividade na con- 
pode ser convertido a 5-metil-THF na presença da enzi- versão do ácido fólico sintético presente em suplementos 
ma metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR), que é e alimentos fortificados para uma forma fisiologicamen- 
uma enzima dinucleotídeo de nicotinamida-adenina di- te ativa de folato, reduzindo o ácido fólico para DHF e, 
fosfato (NADP*)-dependente (Figuras 13.2 e 13.3). desta maneira, permitindo o uso dessa vitamina pelas 
A MTHED1 é uma enzima citoplasmática trifuncional células” (Figuras 13.2 e 13.3). 
dependente de NADP*, também chamada de 5,10-metile- É importante destacar que, na deficiência grave de 
notetra-hidrofolato desidrogenase ou 5,10-metenilte- B12, a conversão do 5-metil-THF a THF fica comprome- 
tra-hidrofolato cicloidrolase ou 10-formiltetra-hidrofola- tida, enquanto o 5-metil-THF, por ser metabolicamente 


to sintase. A atividade da MTHFD1 é essencial para a inaproveitado, fica sequestrado dentro da célula.” Além 


disso, concentrações inadequadas de folato acarretam o 
acúmulo de deoxiuridilato (AUMP),* °° causando a in- 
corporação de uma uracila ao DNA,” resultando em da- 
nos de quebra na fita dupla.” 

Vários marcadores têm sido utilizados para caracte- 
rizar a deficiência de folato no organismo, como a con- 
centração dessa vitamina (no soro e nos eritrócitos) e os 
marcadores funcionais (homocisteína total e ácido metil- 
malônico). A combinação de parâmetros, como a con- 
centração de folato sérico < 5 ng/mL (ou < 11,3 nmol/L), 
homocisteina total > 13,9 pmol/L e ácido metilmalônico 
< 271 nmol/L, tem sido considerada marcador da defi- 
ciência de folato no organismo.'* A concentração sérica 
de folato pode ser alterada pelo consumo alimentar nos 
dias anteriores à coleta do sangue; por isso, tem sido re- 
comendada a determinação concomitante do folato eri- 
trocitário, que é um indicador das concentrações dessa 
vitamina em médio prazo (cerca de três meses).*”“º 


Vitaminas do complexo B e metabolismo de um carbono 


Deficiência de ácido fólico 


A deficiência de folato decorre do consumo inade- 
quado dessa vitamina (má nutrição, idade avançada, si- 
tuação econômica desfavorável, alcoolismo, hemodiálise, 
entre outras causas), absorção diminuída (enteropatias) 
e aumento das necessidades (gestação, aumento da reno- 
vação celular, anemia hemolítica crônica, dermatite esfo- 
liativa etc.). Além disso, polimorfismos em genes que 
codificam enzimas envolvidas no metabolismo do ácido 
fólico estão relacionados com concentrações plasmáticas 
reduzidas dessa vitamina. 

A deficiência de folato é associada a complicações obs- 
tétricas* e malformações fetais (lábio leporino, fenda pala- 
tina e defeitos de fechamento do tubo neural — DFTN).“* 
Os DFTN são malformações congênitas graves que ocor- 
rem como resultado de falha no fechamento do tubo neu- 
ral no início da gestação (24 a 28 dias após a concepção). 
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Figura 13.3 Ciclo do folato, com destaque ao papel da enzima MTHFD1 na conversão dos intermediários 5,10-metileno-THF, 5,10-metenil-THF, 
10-formil-THF e THF. AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotideo; BHMT: betaina-homocisteina metiltransferase; B6: piridoxal 5'-fosfa- 
to; Cbl: cobalamina; CBS: cistationina beta sintase; DHF: di-hidrofolato; DHFR: di-hidrofolato redutase; FAD: flavina adenina dinucleotídeo; FAICAR: 
formil-5-aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotídeo; FGAR: formil glicinamida ribonucleotídeo; FR: receptor de folato; GAR: glicinamida ribonu- 
cleotídeo; MTHFD1: metilenotetra-hidrofolato desidrogenase; MTHFR: metilenotetra-hidrofolato redutase; MTR: metionina sintase; MTRR: metioni- 
na sintase redutase; RFC: transportador de folato reduzido; SAH: S-adenosil-homocisteína; SAM: S-adenosil-metionina; SHMT: serina hidroximetil- 
transferase; THF: tetra-hidrofolato; TS: timidalato sintase. Quadrados cinza estão representando as enzimas ou os transportadores, em preto estão 
as vitaminas e em cinza-escuro está representada a membrana da célula. Fonte: adaptada de van der Linden et al.” 
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A relação entre deficiência de folato e ocorrência de 
DFTN foi demonstrada em vários estudos. Em 1991, nos 
Estados Unidos, o Centers for Diseases Control and Pre- 
vention (CDC) recomendou que mulheres com história 
prévia de DFTN deveriam consumir 4.000 ug de ácido 
fólico/dia, começando no período em que estivessem 
planejando ficar grávidas; para mulheres que não te- 
nham história prévia de DFTN e que planejam engravi- 
dar, a recomendação de uso é de 400 ug de ácido fólico/ 
dia no período anterior à gravidez. 

Além disso, a deficiência de folato também é associa- 
da a alterações no padrão de metilação do DNA, ou seja, 
na hipometilação em alguns oncogenes*** e na hiperme- 
tilação de genes supressores tumorai,?*! o que pode in- 
fluenciar a expressão gênica e aumentar o risco de cân- 
cer.>* É também relacionada ao erro de incorporação da 
uracila durante a síntese de DNA, o que promove instabi- 
lidade genômica, resultando em danos de quebra.** Além 
disso, baixas concentrações de folato são associadas a 
concentrações elevadas de homocisteina total, que, por 
sua vez, são consideradas fator de risco para doença car- 
diovascular.*” ? Ademais, o aumento das concentrações 
de homocisteína total também foi associado à demên- 
cia 5 e à doença de Alzheimer. 


Impacto da fortificação de alimentos com ácido fólico 


A associação entre a deficiência de folato e o maior 
risco de DFTN levou vários países a fortificarem alimen- 
tos com ácido fólico.” Nos Estados Unidos, a fortificação 
foi iniciada em 1998, seguida por Canadá e Chile. Já no 
Brasil, a fortificação mandatória teve início em julho de 
2004, após a publicação da RDC n. 344, de 13 de dezem- 
bro de 2002, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, 
quando ficou estabelecido que as farinhas de trigo e mi- 
lho deveriam ser fortificadas com 150 ug de ácido fólico 
e 4,2 mg de ferro para cada 100 g de farinha.” 

Estima-se que o consumo habitual de ácido fólico te- 
nha dobrado nos países que adotaram a fortificação, o 
que implicou um drástico aumento nas concentrações 
plasmáticas de folato da população. Esse aumento atinge 
especialmente crianças e idosos, grupos da população 
que apresentam hábitos de alto consumo de pães e/ou 
suplementos alimentares.” Além disso, o uso de multivi- 
tamínicos sem prescrição pode levar à ingestão diária de 
400 a 800 ug de ácido fólico” que, somados ao total pro- 
veniente da alimentação, podem elevar significativamen- 
te as concentrações plasmáticas de folato. 

A fortificação dos alimentos com ácido fólico reduziu 
a incidência de DFTN em vários paises.** °° No entanto, 
a fortificação compulsória tem sido criticada incisivamen- 
te por alguns pesquisadores, que questionam o benefício 


dessa fortificação para algumas mães e crianças, tendo em 
vista o potencial risco de expor toda a população ao exces- 
so de ingestão dessa vitamina.” Estimou-se, no Reino 
Unido, que aproximadamente 77 a 162 gestações com 
DFTN seriam evitadas a cada ano por meio da fortifica- 
ção com concentração de 300 ug de ácido fólico por 100 g 
de farinha. Em contrapartida, cerca de 370.000 a 780.000 
pessoas seriam expostas a essa vitamina para cada re- 
cém-nascido sem DFTN.” Com base nesses resultados, há 
alertas sobre o risco de expor a população a danos graves 
ou efeitos adversos leves que poderiam resultar dessa for- 
tificação. No Brasil, não há estudos que tenham avaliado o 
impacto da fortificação de modo abrangente no território 
nacional, realizando exames bioquímicos que avaliem as 
concentrações de folato no sangue da população. Entre- 
tanto, uma revisão de estudos com um pequeno número 
de indivíduos, realizados em diferentes regiões do Brasil, 
mostrou que, após a implementação da fortificação das 
farinhas de trigo e milho com ácido fólico, as concentra- 
ções de folato sérico aumentaram 57% em crianças e ado- 
lescentes saudáveis e em 174% em adultos saudáveis. A 
análise mostrou, ainda, que houve redução na incidência 
de DFTN.® 

Com a efetivação da fortificação das farinhas com 
ácido fólico em vários países, a comunidade científica 
tem discutido os riscos de concentrações elevadas de áci- 
do fólico não metabolizado no organismo.” ** 64-67 

Sabe-se que o ácido fólico sintético só é incorporado 
ao metabolismo celular quando reduzido pela DHFR.® 
Assim, a baixa atividade e/ou a saturação dessa enzima po- 
dem ser fatores limitantes para a redução do ácido fólico 
em pessoas que consomem quantidades superiores à in- 
gestão tolerável de 1 mg/dia da vitamina, levando ao au- 
mento de ácido fólico não metabolizado na circulação 
sanguínea.” 9” 

Mostrou-se, em estudo realizado na era pós-fortifi- 
cação, com norte-americanas menopausadas, o aumento 
de ácido fólico não metabolizado em cerca de 78% das 
mulheres após uma noite de jejum. Foi demonstrado que 
a citotoxicidade das células natural killer (NK) estava di- 
minuída em mulheres com altas concentrações de ácido 
fólico não metabolizado, independentemente das con- 
centrações de folato total e de 5-metil- THE.“ Evidências 
experimentais e clínicas demonstraram o papel das célu- 
las NK na destruição de células tumorais, podendo ser 
consideradas a primeira linha de defesa do sistema imu- 
ne contra a carcinogênese. A diminuição da citotoxicida- 
de das células NK pode aumentar o risco ou a gravidade 
de infecções e foi associada ao aumento futuro da inci- 
dência de câncer.” 

O DHF também inibe a enzima purina sintase” e a 
MTHFR,” podendo, portanto, reduzir a formação de 


5-metil-THF e levar à diminuição da síntese de metio- 
nina. Como a metionina é um precursor da SAM, sua 
redução interfere nas reações de metilação de ácidos 
nucleicos, neurotransmissores, fosfolipídios e outras 
reações.” Ademais, acredita-se que o ácido fólico não 
metabolizado possa também mascarar a deficiência de 
B12, levando ao agravamento dos danos neurológicos 
associados a uma deficiência prolongada dessa vitami- 
na.” Demonstrou-se também que idosos que ingerem 
maior quantidade de folato apresentaram maior taxa de 
declínio cognitivo, sugerindo que o excesso de ácido fó- 
lico proveniente do uso de multivitaminas e de alimen- 
tos fortificados poderia ter efeitos nocivos na saúde des- 
sa população.” 


COBALAMINA 


Metabolismo 


A B12 é uma vitamina única entre as demais, não 
apenas por se apresentar como uma molécula orgânica 
complexa, mas por conter um elemento traço essencial, o 
cobalto. Um átomo desse elemento (na forma de Co**) 
está coordenado a um complexo sistema em anel de cor- 
rina, que é quimicamente relacionado ao sistema em anel 
porfirínico do grupo heme. Uma quinta posição de coor- 
denação do cobalto é preenchida por um nucleotídeo, o 
dimetilbenzimidazol ribonucleotídeo, ligado covalente- 
mente por seu grupo 3’-fosfato à cadeia lateral do anel de 
corrina por meio do aminoisopropanol. Na sexta posição 
de coordenação do cobalto, há um radical que pode ser o 
grupo ciano (cianocobalamina — ciano-B12 ou vitamina 
B12), o grupo hidroxila (hidroxicobalamina — hidro- 
xi-B12), o grupo 5’-desoxiadenosilcobalamina (5'deso- 
xiadenosil-B12 ou adenosil-B12) ou o grupo metil (me- 
tilcobalamina — metil-B12). 

A metil-B12 é a principal forma de B12 presente no 
plasma humano, ao passo que a adenosil-B12 é a princi- 
pal forma de armazenamento, principalmente no figado. 
O termo vitamina B12 tem sido empregado como desig- 
nação genérica para caracterizar as B12, porém esse ter- 
mo é mais adequado para indicar a ciano-B12, que é a 
forma utilizada em suplementos. 

As formas de adenosil-B12 e metil-B12 atuam como 
coenzimas em duas reações metabólicas. A adenosil-B12 
participa da conversão intramitocondrial de metilmalo- 
nil coenzima A (CoA) para succinil-CoA em presença da 
enzima metilmalonil-CoA mutase, enquanto a metil-B12 
participa da conversão citosólica da homocisteína para 
metionina por intermédio da MTR” (Figura 13.4). 

No trato gastrintestinal superior, a B12 é liberada dos 
alimentos e se liga à haptocorrina (HC, também chama- 
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da de proteína R ou transcobalamina I — TCI), proteína 
presente na saliva e no suco gástrico.” Essa ligação da 
B12 à HC é um mecanismo que protege a vitamina da 
hidrólise no meio ácido do estômago. No duodeno, o 
complexo B12-HC é desmembrado, a HC é degradada 
por enzimas pancreáticas e a B12 se liga ao fator intrínse- 
co (FI), que é secretado pelas células parietais da mucosa 
da parede gástrica (Figura 13.4). No íleo terminal, o com- 
plexo B12-FI é absorvido por endocitose mediada pelo 
receptor Cubam, que consiste em duas moléculas: a cubi- 
lina (que é uma proteína de membrana periférica que se 
liga ao complexo B12-FI) e a amnionless (AMN, uma 
proteína endocítica transmembrana). No enterócito ileal, 
o FI é degradado e a B12 é liberada para o plasma através 
da membrana basolateral da célula pelo transportador 
ATP binding cassette C1 (ABCC1), também denominado 
MRP1.% 

No plasma, a B12 se liga à HC (TCN1 e TCN3) ou à 
transcobalamina (TCN2). A TCN2 é responsável pela en- 
trega da B12 para as células de tecidos periféricos. No fí- 
gado e em outros tecidos, a absorção da B12-TCN2-de- 
pendente é mediada pelo receptor CD320, enquanto o 
receptor megalina é responsável pela reabsorção do com- 
plexo nos rins.” 

Concentrações séricas elevadas de homocisteína to- 
tal e de MMA são consideradas marcadores funcionais da 
deficiência de B12 nos tecidos.!””””? No entanto, valores 
aumentados de homocisteina total no plasma podem ser 
decorrentes de deficiência isolada de vitaminas (B12, fo- 
lato ou vitamina B6) ou da combinação delas, ou podem 
ser consequência de alterações nas atividades de enzimas 
ou de transportadores em razão da presença de polimor- 
fismos em genes relacionados ao metabolismo do folato 
(GCPII, RFC1, MTHFR, MTHFD1, entre outros), da ho- 
mocisteina (MTR, MTRR e CBS) e da B12 (transcobala- 
mina — TC2 ou TCN2, FUT2). Por sua vez, concentrações 
aumentadas de MMA podem ser encontradas em indiví- 
duos com deficiência de B12, em pacientes com erros 
inatos do metabolismo relacionados a essa vitamina e 
com disfunção renal. 

No plasma, cerca de 20% da B12 está ligada à TCN2 
e o restante está ligado à HC. A concentração de TCN2 
pode ser quantificada por meio da dosagem de holo- 
transcobalamina (holo-TC), que é o complexo TCN2 
ligado à B12. Concentrações plasmáticas reduzidas de 
holo-TC (< 45 pmol/L) têm sido consideradas um mar- 
cador precoce de deficiência tecidual dessa vitamina*? 
em várias populações: mulheres gestantes de fetos com 
DFTN; vegetarianos,” adultos com valores reduzidos 
de B12 (< 200 pmol/L),º adultos eutróficos e adultos 
com doença coronariana,™ pacientes com câncer*º e pa- 
cientes com doença de Alzheimer.* 
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Figura 13.4 Metabolismo da cobalamina. Cbl: cobalamina; FI: fator intrínseco; HC: haptocorrina; Hcy: homocisteina; Met: metil; MTR: metionina 
sintase; MTRR: metionina sintase redutase; Mutase: L-metilmalonil CoA-mutase; TC: transcobalamina; THF: tetra-hidrofolato. Fonte: adaptada de 


van der Linden et al.” 


No que se refere a deficiéncia de vitamina B12, um 
estudo realizado por Guerra-Shinohara et al.'* avaliou 
as concentrações de SAM, SAH, MMA, homocisteína 
total, metionina, cistationina, N,N-dimetilglicina, 
N-metilglicina e ácido 2-metilcítrico em pacientes que 
apresentavam anemia, macrocitose e citopenias no 
sangue periférico. Foi utilizado o seguinte critério pa- 
ra caracterizar a deficiência de B12: homocisteína total 
> 13,9 umol/L, concentração de MMA > 271 nmol/L e 
superior à concentração de ácido 2-metilcítrico e B12 
sérica < 350 pg/mL (< 258 pmol/L). Entre os pacientes, 
15 tiveram anemia megaloblástica por deficiência grave 
de B12 confirmada e, nos 19 pacientes restantes, a causa 
da anemia era outra. O fato mais surpreendente, po- 
rém, foi encontrar 7 dos 15 pacientes com deficiência 
grave de B12 fazendo uso terapêutico de ácido fólico 
por intervalos de uma semana até um ano antes da co- 
leta do sangue para esse estudo. Nos 15 pacientes, ob- 
servou-se aumento de MMA, homocisteína total, cista- 
tionina, ácido 2-metilcitrico, N,N-dimetilglicina e 
SAH, e reduzida razão SAM/SAH (razão de 2,5), junta- 
mente com pancitopenia, redução do hematócrito e au- 
mento do volume corpuscular médio (VCM). Esses re- 
sultados mostraram que a razão SAM/SAH pode ser 
um marcador de deficiência de B12, juntamente com 
MMA, homocisteina total e holo-TC. 

Os 15 pacientes foram tratados com ciano-B12 in- 
tramuscular; após o tratamento, os pacientes foram 
recrutados para repetir os exames. Dos 15 pacientes 
com anemia megaloblástica, 10 retornaram. Estes pa- 
cientes apresentaram melhora no quadro hematológico, 


com exceção do número de plaquetas.!” As concentra- 
ções dos metabólitos diminuíram 34 vezes para MMA; 
12 para homocisteina total; 7,2 para ácido 2-metilci- 
trico; 3,3 para cistationina e 1,9 para SAH, ao passo 
que a razão SAM/SAH aumentou 1,6 vez. Não houve 
diferença significativa entre as concentrações antes e 
após o tratamento para a metionina, SAM, N-metilgli- 
cina e N,N-dimetilglicina. Esses dados mostram a im- 
portancia da vitamina B12 no metabolismo de um 
carbono, demonstrando a correção dos valores de pa- 
râmetros hematológicos e bioquímicos após o trata- 
mento nesse grupo de pacientes com anemia megalo- 
blástica. 


Estado nutricional em relação à vitamina B12 e ao ácido 
fólico e seu papel no metabolismo de um carbono em 
mulheres 


As mulheres em idade reprodutiva necessitam de 
concentrações séricas de folato e de B12 adequadas, uma 
vez que essas duas vitaminas são importantes na dupli- 
cação celular e participam do metabolismo de um car- 
bono. Um estudo mostrou as concentrações de vitami- 
nas e metabólitos em mulheres não gestantes antes do 
início da fortificação das farinhas de trigo e milho no 
Brasil. Na Tabela 13.1 estão apresentados os valores das 
vitaminas e metabólitos. As concentrações neonatais de 
folato sérico, SAM e SAH foram, em média, duas vezes 
maiores que as encontradas em suas mães, possivelmen- 
te para compensar a grande taxa de duplicação celular 
do neonato (Tabela 13.2). 
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Tabela 13.1 Concentrações de vitamina B12, de folato e de metabólitos em 102 mulheres não gestantes no Brasil 


Mulheres não gestantes* Valores de referência** 


B12 (pmol/L) 255,0 (234,0 — 278,0) >258,0 
Folato sérico (nmol/L) 15,2 (14,1 — 16,4) >11,3 
MMA (nmol/L) 202,0 (181,0 — 226,0) 73,0 — 271,0 
Homocisteína total (umol/L) 8,4 (7,9-8,9) 5,4- 13,9 
Cistationina (nmol/L) 167,0 (156,0 — 179,0) 44,0 — 342,0 
Ácido 2-metilcítrico (nmol/L) 139,0 (133,0 — 146,0) 60,0 — 228,0 
Cisteína (umol/L) 265,0 (259,0 — 272,0) 
Metionina (mol/L) 28,5 (26,6 — 30,5) 13,0 — 45,0 
Glicina (umol/L) 231,0 (218,0 — 244,0) 
Serina (mol/L) 124,0 (120,0 — 129,0) 
N, N-dimetilglicina (umol/L) 4,1 (3,8 — 4,5) 1,4-5,3 
N-metilglicina (umol/I) 1,4 (1,3 — 1,5) 0,6-2,7 
SAH (nmol/l) 17,2 (15,5 — 19,0) 8,0 — 26,0 
SAM (nmol/l) 79,7 (76,0 — 83,6) 71,0 — 168,0 
Razão SAM/SAH 4,6 (4,2-5,1) 4,4- 12,4 


B12: cobalamina; MMA: ácido metilmalônico; SAH: S-adenosil-homocisteína; SAM: S-adenosil-metionina. Os dados apresentados na tabela são médias geométricas 


(IC 95%). Fonte: * Barbosa et al.® ** Allen et al”, Stabler et al.3 


A distribuição das parturientes em grupos segundo as 
concentrações de B12 (em quartis) mostrou que mulheres 
com as menores concentrações (< 102 pmol/L) apresenta- 
ram menores concentrações também de folato sérico, 
SAM e metionina, e menor razão SAM/SAH. Além disso, 
apresentaram concentrações maiores de homocisteína to- 
tale SAH quando comparadas às concentrações de mulhe- 
res com valores de B12 = 163 pmol/L (> 221 pg/mL). Já os 
recém-nascidos cujas mães tinham valores menores de 
B12 apresentaram menores concentrações dessa vitamina 
e da razão SAM/SAH, e maiores concentrações de homo- 
cisteína total e MMA (tendência, P = 0,08) quando com- 
parados às concentrações de recém-nascidos cujas mães 
tinham B12 > 163 pmol/L.“ 

Os dados obtidos confirmaram que as baixas con- 
centrações de B12 maternas estão associadas às altera- 
ções tanto no metabolismo materno como no neona- 
tal. Porém, o resultado mais importante desse estudo 
foi a constatação de que os valores da razão SAM/SAH 
estavam baixos tanto nas parturientes com B12 < 102 
pmol/L como em seus recém-nascidos.!* Esse resultado 
é importante e preocupante, pois concentrações eleva- 
das de SAH inibem muitas metiltransferases depen- 
dentes de SAM, alterando o padrão de metilação do 
DNA.” Esses valores da razão no binômio mãe e re- 
cém-nascido são semelhantes àqueles encontrados no 


estudo com pacientes com anemia megaloblástica em 
razão da deficiência grave de B12, cujos valores da ra- 
zão foram corrigidos após o tratamento com cia- 
no-B12.'* Desse modo, tais resultados sugerem que a 
B12 materna é importante para a manutenção das rea- 
ções de metilação tanto no seu próprio metabolismo 
como no de seu concepto. 


VITAMINA B6 


Metabolismo 


Vitamina B6 é um termo genérico usado para desig- 
nar um grupo de vitaminas hidrossolúveis que compar- 
tilham a estrutura química 3-hidroxi-2-metil-5-hidro- 
ximetilpiridina. As várias formas da vitamina B6 diferem 
de acordo com o grupo químico ligado ao carbono 4 do 
anel piridina: piridoxina (PN), quando o radical é um 
álcool; piridoxamina (PM), quando o radical é uma 
amina; e piridoxal (PL), quando é um aldeído; e seus 
análogos fosforilados na posição 5’-hidroximetil, for- 
mando, respectivamente, piridoxina-5’-fosfato (PNP), 
piridoxamina-5’-fosfato (PMP) e piridoxal-5’-fosfato 
(PLP). 

Os vitameros fosforilados da vitamina B6 dependem 
de uma reação de desfosforilação para serem absorvidos, 
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Tabela 13.2 Concentração de vitaminas e de metabólitos no binômio mãe e recém-nascido 


Variáveis Parturientes 
B., (pmol/L) 7 
(n = 117) 130,0 (122,0 — 138,0) 


Folato sérico (nmol/L) 
(n=112) 


MMA (nmol/L) 
(n = 110) 


Homocisteina total (umol/L) 
(n = 110) 


Cistationina (nmol/L) 


12,9 (12,0 — 14,0) 


6,5 (6,1 — 6,9) 


(n = 110) 
Acido 2-metilcitrico (nmol/L) 
(n = 109) 115,0 (109,0 — 121,0) 
Cisteina (umol/L) E 
(n=110) 191,0 (185,0 — 196,0) 


Metionina (umol/L) 
(n = 110) 


Glicina (mol/L) 
(n = 110) 


Serina (mol/L) 
(n = 110) 


N, N-dimetilglicina (umol/L) 


16,9 (16,2 — 17,5) 


pee 2,8 (2,5 — 3,1) 

id inda 0,6 (0,6 — 0,7) 
Ei a 22,0 (20,0 — 23,0) 
je ca 75,0 (70,0 — 81,0) 

is a dá 3,5(3,1-3,9) 


200,0 (185,0 — 216,0) 


197,0 (183,0 — 212,0) 


190,0 (182,0 — 199,0) 


136,0 (131,0 — 141,0) 


Recém-nascidos Correlação (r) P 
205,0 (186,0 — 225,0) 0,570 <0,001 
30,9 (29,8 — 32,1) 0,409 <0,001 
308,0 (289,0 — 328,0) 0,693 <0,001 
5,8 (5,4 — 6,1) 0,753 <0,001 
314,0 (290,0 — 340,0) 0,728 <0,001 
177,0 (170,0 — 185,0) 0,478 <0,001 
181,0 (176,0 — 187,0) 0,432 <0,001 
26,3 (25,4 — 27,3) 0,394 <0,001 
281,0 (271,0 — 292,0) 0,474 <0,001 
155,0 (151,0 — 160,0) 0,417 <0,001 
3,7 (3,4 - 4,1) 0,936 <0,001 
0,9 (0,9 — 1,0) 0,826 <0,001 
52,0 (48,0 — 57,0) 0,219 0,023 
176,0 (164,0 — 190,0) 0,219 0,024 
3,4 (3,1 - 3,7) 0,288 <0,001 


B; cobalamina; MMA: ácido metilmalônico; SAH: S-adenosil-homocisteina; SAM: S-adenosil-metionina. Fonte: Guerra-Shinohara et al." 


a qual é catalisada por uma fosfatase alcalina ligada à 
membrana da célula intestinal.” Já os vitâmeros não fos- 
forilados são absorvidos por difusão passiva no jejuno e 
íleo. Em seguida, os vitâmeros chegam à circulação por- 
tal e alcançam o fígado, onde são fosforilados pela enzi- 
ma PL quinase a seus respectivos 5’-fosfato ésteres. Além 
disso, PN, PM e PL, bem com as suas formas fosforiladas, 
podem ser convertidas entre elas por ação da PMP oxige- 
nase. O principal produto do catabolismo de PLP é o áci- 
do 4-piridóxico, que é formado pela aldeído oxidase 1 no 
fígado e eliminado na urina.” 

A PLP e, em menor extensão, a PMP agem como 
coenzimas em mais de 140 reações enzimáticas envolvi- 
das na síntese e no catabolismo de aminoácidos,” * na 
síntese de aminas bioativas,”»?> na síntese e função da 
hemoglobina,” na glicogenólise” e no metabolismo de 
esfingolipídios.* Dando enfoque especial às reações de 
transferência de um carbono, o PLP age como cofator da 
enzima serina hidroximetiltransferase (SHMT), que ca- 


talisa a transferência de um grupamento metil da serina 
para o THF, formando glicina e 5,10-metileno-THE, um 
importante cofator utilizado para a síntese de timidina e 
metionina.” Outra enzima PLP-dependente é a CBS, 
que participa das reações de transulfuração da homocis- 
teína, catalisando a condensação de uma molécula de 
serina com uma de homocisteína, formando cistationi- 
na.° Por fim, o PLP também é cofator para a betaína-ho- 
mocisteína metiltransferase (BHMT), que catalisa uma 
das duas principais reações de remetilação da homocis- 
teína, a transferência de um grupamento metil da be- 
taína para a homocisteína, formando dimetilglicina e 
metionina.'” 

O marcador mais utilizado para avaliar as concen- 
trações de vitamina B6 em humanos é o PLP plasmáti- 
co. Concentrações de PLP no plasma maiores que 30 
nmol/L são consideradas adequadas. A deficiência dessa 
vitamina é indicada por concentrações inferiores a 20 
nmol/L, enquanto concentrações entre 20 e 30 nmol/L 


indicam estado nutricional marginal relativo a essa vi- 
tamina.!º! 

Estudos têm demonstrado o papel de baixas con- 
centrações de PLP no plasma em um grande número de 
doenças, o que sugere que não apenas a deficiência evi- 
dente de vitamina B6, mas também a deficiência margi- 
nal, aumentam o risco de determinadas doenças crôni- 
cas. Estudos já demonstraram a relação entre a baixa 
concentração plasmática de PLP e marcadores inflama- 


tórios,!2-104 artrite reumatoide!” e aterosclerose. 
VITAMINA B2 
Metabolismo 


A riboflavina (vitamina B2) é uma vitamina hidros- 
solúvel que está presente em muitos alimentos, como lei- 
te e derivados, carnes, peixes, ovos, certas frutas e vege- 
tais, especialmente os de folhas verde-escuras.'” É uma 
vitamina bastante resistente ao calor, à oxidação e à aci- 
dez; entretanto, é muito sensível à luz. Quimicamente, 
pode ser descrita como uma estrutura tricíclica, conten- 
do um anel isoaloxazina (grupo flavina) e uma cadeia 
lateral ribitil.!°° Pode se apresentar de três formas distin- 
tas: a riboflavina livre e dois cofatores, a FAD ea FMN, ou 
riboflavina-5"-fosfato.'” Além disso, a riboflavina é o 
componente ativo de grupos prostéticos de muitas enzi- 
mas e proteínas conhecidas como flavoproteinas.'™ 

Nos alimentos, a riboflavina aparece principalmen- 
te na forma de FAD, com menores quantidades de FAN 
e riboflavina livre. FAD e FMN precisam ser primeira- 
mente convertidas para riboflavina livre por fosfatases 
antes da absorção, que ocorre principalmente no intes- 
tino delgado proximal, por transporte ativo.” "° Den- 
tro das células, ocorre a fosforilação da riboflavina para 
formar FMN; a maior parte desta é, posteriormente, 
convertida para FAD, a forma principal de riboflavina 
no plasma e nos tecidos.” 

As formas biologicamente ativas mais importantes 
da riboflavina, FAD e FMN, funcionam como transpor- 
tadores de elétrons e desempenham papéis centrais em 
numerosos processos metabólicos, participando de di- 
versas reações de oxirredução no organismo. Atuam co- 
mo grupos prostéticos de várias enzimas flavoproteínas 
que têm função central na produção de energia, catali- 
sando a oxidação inicial de ácidos graxos e de vários in- 
termediários do metabolismo da glicose e participando 
da cadeia de transporte de elétrons nas mitocôndrias. 
Desse modo, são fundamentais no metabolismo de car- 
boidratos, lipídios e proteínas.'” 

Em conjunto com as enzimas citocromo P-450, FAD 
e FMN participam da metabolização de drogas e toxi- 
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na.''' Além disso, agem como cofatores de diversas enzi- 
mas envolvidas no metabolismo de outras vitaminas do 
complexo B (folato, vitamina B6 e niacina).!2 

A FAD é necessária como cofator para a enzima 
MTHFR, que catalisa a conversão do 5-metil-THF para 
THE, desempenhando importante papel no ciclo do fola- 
to eno metabolismo da homocisteina.! A enzima MTRR, 
que ativa a MTR, também possui FAD como cofator. 

Outra ligação entre a riboflavina com vitaminas do 
complexo B diz respeito à enzima piridoxina fosfato oxi- 
dase, que converte a vitamina B6 da alimentação em sua 
forma biologicamente ativa, o piridoxal fosfato, e tem co- 
mo cofator a FMN."> '" Além disso, FAD e FMN são 
cofatores importantes para diversas outras enzimas, co- 
mo a glutationa redutase, a succinato desidrogenase, o 
complexo piruvato desidrogenase e a NADPH redutase." 

Em razão de toda a importância em diversos proces- 
sos enzimáticos e metabólicos, a deficiência de riboflavi- 
na pode promover distúrbios no metabolismo interme- 
diário, prejudicando o funcionamento de processos 
oxidativos, como a beta-oxidação e a geração de energia, 
as defesas contra radicais livres, o ciclo do folato e os pro- 
cessos de metilação.!º” "8 A deficiência grave pode, ainda, 
prejudicar o metabolismo da vitamina B6 e a conversão 
de triptofano em niacina." 

Outro evento que depende da ação de flavinas reduzi- 
das é a mobilização de ferro da ferritina para os tecidos, 
que é um processo de redução.” Estudos in vitro e in vivo 
têm descrito um mecanismo no qual uma oxidorredutase 
dependente de FMN catalisa a remoção do ferro estocado 
como ferritina e o torna disponível para a utilização na 
síntese do heme.!'$ "7 Foi demonstrado que os tecidos de 
ratos alimentados com dietas deficientes em riboflavina 
foram menos eficientes em mobilizar ferro da ferritina.'” 


ASSOCIAÇÕES ENTRE POLIMORFISMOS DE 
NUCLEOTIDEO UNICO, METABOLISMO DE UM 
CARBONO E ASPECTOS NUTRICIONAIS 


Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo 
do ácido fólico 


SNP em genes de transportadores de vitaminas 
(transportador de folato reduzido — RFC1 e transporta- 
dor de B12 — TCN2) e de enzimas (MTHFR, MTR, 
MTRR, MTHFD1, CBS, DHFR etc.) podem estar asso- 
ciados a menores concentrações de vitaminas do comple- 
xo B ou a alterações no metabolismo de um carbono. As 
concentrações de folato podem estar reduzidas quando 
há alterações nos genes de enzimas (GCPH, MTHFR, 
MTHFDI1 e DHFR) e/ou no RFCI, os quais estão envol- 
vidos no seu metabolismo. Os SNP RFCI 80A>G 
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(rs1051266) e GCPII 1423 C>T (rs61886492) estão rela- 
cionados à absorção do folato, enquanto os SNP MTHFR 
677C>T (rs1801133), MTHFR 1298A>C (rs1801131), 
MTHFD1 1958G>A (rs2236225) e deleção de 19 pares de 
base no DHFR (19pb del rs70991108) estão relacionados 
ao metabolismo do ácido fólico. 

O SNP RFCI 80A>G (rs1051266), que resulta em 
substituição de uma histidina por uma arginina na posi- 
ção 27 do RFC1, foi associado à redução da taxa de trans- 
porte de folato através da membrana celular, o que pode 
comprometer a absorção do folato proveniente da ali- 
mentação."'º Foi descrito que crianças carreadoras do ge- 
nótipo GG para o SNP RFC] 80A>G apresentaram maior 
risco de DFTN quando comparadas com aquelas carrea- 
doras do genótipo AA (odds ratio — OR): 2,56; intervalo 
de confiança de 95% (IC 95%): 1,04 — 6,36).'” 

O SNP GCPII 1423 C>T (rs61886492) causa a subs- 
tituição de uma histidina por uma tirosina na posição 
475 na região catalítica da enzima GCPII e foi associado 
a menores concentrações de folato sérico e maiores de 
homocisteina total.” No entanto, essa associação não foi 
confirmada em outros estudos. 1?! "4 

O SNP MTHFR 677C>T (rs1801133) causa a troca 
de uma alanina por uma valina na posição 222 da enzi- 
ma.!? Esse SNP foi associado à redução da atividade da 
enzima MTHER, uma vez que foi descrito que carreado- 
res de genótipo TT apresentam aproximadamente redu- 
ção de 65% e os indivíduos carreadores do genótipo he- 
terozigoto CT de 30% na atividade da enzima quando 
comparados aos carreadores do genótipo homozigoto 
selvagem (CC). Observou-se também que carreado- 
res de genótipo TT apresentam maiores concentrações 
de homocisteina total.!2> 128 129 

Alguns estudos mostraram que o efeito do SNP 
MTHFR 677C>T no aumento das concentrações de homo- 
cisteína total é evidenciado quando há deficiência de ácido 
fólico."º =! Outros estudos mostraram que o 5-metil-THF 
aumenta a estabilidade da enzima MTHER polimórfica e 
retarda a dissociação da MTHFR ao cofator FAD, manten- 
do assim sua atividade.?> 1° Foi proposto também que a 
relação entre o polimorfismo MTHFR 677C>T e o risco de 
desenvolvimento de DFTN pode ser reduzida quando há 
consumo adequado de ácido fólico na gestação. 

O SNP MTHFR 677C>T foi associado à etiologia de 
doenças cardiovasculares, de DFTN,'”” °°! às perdas 
fetais recorrentes!” e à trombose.“ No entanto, algumas 
metanálises mostraram que não há consenso sobre a as- 
sociação entre o polimorfismo e a trombose,' às doen- 
ças cardiovasculares!“ e às perdas fetais recorrentes." 

O alelo T do polimorfismo MTHFR 677C>T foi asso- 
ciado ao acúmulo de THF formilado nos eritrócitos," for- 
ma que pode gerar resultados falsamente aumentados em 


ensaios de quimioluminescência ou de radioisótopos que 
utilizam as proteínas do leite como ligantes ao folato, em 
comparação com os resultados de folato eritrocitário obti- 
do em ensaios microbiológicos, especialmente em indiví- 
duos carreadores de genótipo TT." Esse fato deve ser con- 
siderado na análise de resultados conflitantes nos estudos 
que avaliam o folato eritrocitário pelos métodos citados. 

O SNP MTHFR 1298A>C (rs1801131) ocasiona a 
substituição de um glutamato por uma alanina na posi- 
ção 429 da enzima e está em desequilíbrio de ligação com 
o polimorfismo MTHFR 677C>T. Embora o SNP MTHFR 
1298A>C tenha impacto na atividade da enzima MTHFR, 
não foram relatadas alterações nas concentrações da ho- 
mocisteina total e de folato no plasma de indivíduos ho- 
mo ou heterozigotos para essa variante, fenômeno que é 
geralmente evidente nos carreadores do genótipo homo- 
zigoto TT para o SNP MTHER 677C>T. No entanto, foi 
descrito que indivíduos heterozigotos para ambos os po- 
limorfismos possuem atividade reduzida da MTHFR, 
apresentando aumento significativo nas concentrações de 
homocisteína total e redução do folato no plasma, de- 
monstrando um efeito aditivo entre os SNP.'*° Em estudo 
realizado com crianças portadoras de DFTN e suas mães 
e indivíduos saudáveis, foram observadas frequências se- 
melhantes dos alelos MTHFR 677T e 1298C entre as 
crianças com DETN e os controles, assim como entre as 
mães de crianças com DFTN e os controles. Entretanto, o 
haplótipo 677CT/1298AA foi associado a menores con- 
centrações de B12 em crianças com DFTN.!*° 

O SNP MTHFDI 1958G>A (1s2236225) causa a subs- 
tituição de uma alanina por um glutamato na posição 653 
do domínio sintase da enzima. O genótipo AA desse poli- 
morfismo foi associado ao descolamento prematuro gra- 
ve da placenta,'** à perda fetal, aos DFTN™®™"! e à restri- 
ção de crescimento intratitero.!” 

Dentre os polimorfismos encontrados no gene da 
DHER, a deleção de 19 pb (DHFR 19bpdel, rs70991108) 
no íntron 1 foi associada à remoção do sítio de ligação 
para o fator de transcrição Sp1, o que influencia a regula- 
ção da expressão gênica.” A deleção foi associada ao 
maior risco de desenvolvimento de DFTN” e ao risco au- 
mentado de câncer de mama entre as mulheres que rece- 
bem suplementação de ácido fólico.” O genótipo homo- 
zigoto para DHFR 19bpdel foi associado a maior risco de 
nascimento de criança com retinoblastoma unilateral 
(OR: 3,78; IC 95%: 1,89-7,55; P < 0,001). 


Polimorfismos em genes de proteínas ou enzimas 
envolvidas no metabolismo da cobalamina 


Embora várias proteínas estejam relacionadas ao 
transporte da B12,” SNP no gene da TCN2 são os mais 


estudados em razão de seus efeitos biológicos. Vários po- 
limorfismos foram descritos no gene da TCN2: 67A>G 
(presente no éxon 2), 280G>A (éxon 3), 701A>G (éxon 
5), 776C>G (éxon 6), 1043C>T (éxon 7) e 1196G>A 
(éxon 8).55?? 

O SNP TCN2 776C>G (rs1801198) causa a substitui- 
ção de uma prolina por uma arginina na posição 259 da 
TCN2 e foi relacionado a menores concentrações de ho- 
lo-TC no sangue. Mostrou-se que mulheres carreadoras 
de genótipo homozigoto variante (776GG) para o SNP 
TCN2 776C>G apresentaram menores concentrações de 
holo-TC (34,8 + 24,9 pmol/L) quando comparadas aque- 
las com genótipo heterozigoto (48,8 + 33,2 pmol/L) e 
aquelas com genótipo homozigoto selvagem (61,8 + 35,6 
pmol/L). Também foram encontradas maiores con- 
centrações de holo-TC em idosos com genótipo homozi- 
goto selvagem (776CC) para o SNP TCN2 776C>G em 
comparação com as concentrações de holo-TC em car- 
readores de genótipos 776CG e 776GG.'º 

O SNP TCN2 67A>G (189606756) causa a troca de 
uma valina por uma isoleucina na posição 23 da proteí- 
na. A frequência do alelo TCN2 67G variou entre 13 e 
14% em populações de indivíduos saudáveis" '* e 14% 
em mães irlandesas de crianças com DFTN. Em um es- 
tudo conduzido com 190 pacientes que apresentavam 
cardiopatia ou alterações vasculares, observou-se que in- 
divíduos com genótipos TCN2 67AA e 67AG apresenta- 
vam valores de homocisteína total maiores que indiví- 
duos com genótipo 67GG.'* 

A variação TCN2 701A>G (1s145641025) causa a 
troca de uma glutamina por uma arginina na posição 234 
da proteína.” Li et al." sugerem que a presença do alelo 
G pode estar relacionada com a diminuição de função da 
TCN2, em razão da substituição de um aminoácido neu- 
tro por um resíduo de arginina. Segundo esses autores, a 
substituição de um aminoácido neutro alteraria a estabi- 
lidade conformacional do sítio de ligação para B12 na 
TCN2, impedindo essa ligação. Assim, a B12 não seria 
absorvida pelas células, causando deficiência da vitami- 
na. No entanto, essa variação é muito rara, não sendo en- 
contrada em indivíduos saudáveis, mães e crianças com 
DFTN nem em pacientes com doença vascular (corona- 
riana, periférica e cerebral).º» > 159 A variação TCN2 
701A>G também não foi encontrada em estudo realizado 
com 369 mulheres brasileiras.'°° 


Polimorfismos em genes de proteínas envolvidas 
no metabolismo da vitaminas B6 e B2 


Visando investigar os fatores genéticos que influen- 
ciam as concentrações de vitamina B6 circulante, estudos 
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de associação ampla do genoma (GWAS) foram realiza- 
dos em diversas populações. Convencionalmente, nesse 
tipo de estudo, considera-se associação significante quan- 
do o p valor é menor que 5 x 10°. Um dos estudos foi 
realizado com duas populações distintas da Toscana, Itá- 
lia (uma de idosos e outra de adultos saudáveis). Obser- 
vou-se que o SNP rs4654748 no gene NBPF3 foi associa- 
do às concentrações de vitamina B6 (p = 8,3 x 10°), 
sendo a presença do alelo C associada a uma diminuição 
de 1,45 ng/mL nas concentrações dessa vitamina.'? Ou- 
tro GWAS realizado com indivíduos com infarto cerebral 
provenientes dos Estados Unidos, Canadá e Escócia de- 
monstrou associação entre as variantes rs1697421 (p = 
7,06 x 10") e rs1780316 (p = 2,25 x 10%) no gene da 
fosfatase alcalina (ALPL) e as concentrações de PLP.'® 
Um terceiro estudo, realizado com mulheres americanas, 
mostrou que a variante rs1256335 no gene ALPL foi tam- 
bém associada às concentrações de PLP (p = 1,40 x 105), 
e os indivíduos homozigotos para a variante apresenta- 
ram maiores concentrações plasmáticas de PLP que os 
carreadores do alelo ancestral.“ Recentemente, as varian- 
tes rs1697421 e rs1256335 também foram associadas às 
concentrações de PLP em adultos jovens provenientes da 
Irlanda (respectivamente, p = 3,40 x 10%, e p = 4,38 x 
107+), juntamente com outros sete polimorfismos no ge- 
ne ALPL.'® 

Dessa forma, pode-se afirmar que o gene ALPL pro- 
vavelmente possui papel importante na manutenção do 
status da vitamina B6. Sabe-se que indivíduos com hipo- 
fosfatasia, condição causada por mutações inativantes no 
gene ALPL, apresentam concentrações plasmáticas de 
PLP elevadas, ' ! e que a fosfatase alcalina é capaz de 
desfosforilar a PLP extracelular.” 

A presença do alelo T, relativo ao SNP MTHFR 
677C>T, codifica uma enzima com menor afinidade a es- 
se cofator, necessitando assim de maior concentração de 
FAD para a atividade catalítica da MTHFR.' 16 Em es- 
tudo usando MTHFR recombinante, demonstrou-se que 
o aumento de riboflavina resulta em melhora da ativida- 
de dessa enzima, promovendo redução das concentra- 
ções de homocisteina total. 


Polimorfismos em genes envolvidos no metabolismo 
da homocisteína 


Alterações nos genes MTR e MTRR podem acarretar 
redução nas atividades das enzimas e promover o acú- 
mulo de homocisteina total no plasma.'” O SNP MTR 
2756A>G (rs1805087) causa a substituição de glicina por 
ácido aspártico na posição 919 da enzima.” Essa substi- 
tuição ocorre próxima ao sítio de ligação da metil-B12 na 
MTR,!” reduzindo a atividade da enzima.'” Foi também 
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sugerido que essa alteração de aminoácidos modifica a 
estrutura secundária da proteína MTR, acarretando con- 
sequências funcionais na enzima.'” Esse polimorfismo 
foi associado ao maior risco de desenvolvimento de espi- 
nha bífida!” e de síndrome de Down.'” O genótipo MTR 
2756AA foi encontrado em cerca de 60 e 64%, respectiva- 
mente, da população caucasiana da Irlanda'” e de ges- 
tantes no Brasil,” e foi relacionado ao modesto, mas sig- 
nificante, aumento das concentrações plasmáticas de 
homocisteína total. 

Já o SNP MTRR 66A>G (rs1801394) causa a substi- 
tuição de uma isoleucina por uma metionina na posição 
22 da enzima.'” Esse polimorfismo foi associado ao 
maior risco de espinha bífida!” 16-178 e de síndrome de 
Down.» !8º Carreadores de genótipo MTRR 66AA apre- 
sentaram aumento significativo das concentrações de 
homocisteina total quando comparados com carreadores 
dos demais genótipos, '? porém outros estudos não con- 
firmaram esse resultado.'” '*! Por sua vez, o genótipo 
materno MTRR 66GG foi associado às baixas concentra- 
ções de B12, aumentando o risco para DFTN em re- 
cém-nascidos.!” 

Já no gene da enzima cistationina beta sintase (CBS), 
ainserção de 68 pares de bases (CBS 844ins68, rs1789953) 
no éxon 8 não foi associada às alterações nas concentra- 
ções de homocisteina total em vários estudos.'*'!** No 
entanto, essa variação foi identificada como fator de ris- 
co para doença arterial. A combinação entre o alelo 
variante da CBS 844ins68 e o genótipo MTHFR 677TT 
foi associada ao maior risco de trombose! e ao início 
precoce da doença oclusiva arterial e venosa.'*” Um estu- 
do brasileiro realizado em Campinas mostrou que as 
concentrações de homocisteína total estavam baixas em 
crianças carreadoras de genótipos 68WI1/677TT quando 
comparadas com crianças carreadoras de genótipos 
68WW/677TT para os polimorfismos CBS 844ins68 e 
MTHFR 677C>T.'® 


INFLUÊNCIA DAS VITAMINAS NOS EVENTOS 
EPIGENETICOS 


Atualmente, está bem estabelecida a relação entre 
alterações epigenéticas, especialmente a metilação aber- 
rante do DNA, e uma série de doenças crônicas não 
transmissíveis, incluindo câncer, síndrome metabólica, 
doenças cardiovasculares e autoimunes.'**'!™ A metilação 
do DNA é a modificação epigenética mais amplamente 
estudada e está intimamente ligada ao metabolismo do 
um carbono, que é dependente de diversas enzimas, mi- 
cronutrientes e cofatores. As vitaminas do complexo B 
estão intimamente envolvidas nesse processo, em espe- 
cial o folato como principal doador de grupamentos 


metil (5-metil-THF), mas também a vitamina B6 (ativi- 
dade da serina hidroximetiltransferase), a vitamina B12 
(função da metionina sintase) e a riboflavina (estabili- 
dade da MTHER).! 195-197 

Como visto anteriormente, no ciclo do folato, os gru- 
pamentos metil são transferidos do 5-metil-THF até 
SAM. Por sua vez, a SAM doa o grupamento metil para 
várias reações de metilação, incluindo metilação de DNA, 
RNA, proteínas, neurotransmissores, fosfolipídios e his- 
tonas.™ >18 No processo de metilação do DNA, enzimas 
DNA metiltransferases desempenham papel fundamen- 
tal, transferindo grupamentos metil da SAM para o car- 
bono 5 das bases citosinas, formando 5-metilcitosinas e, 
dessa forma, metilando o DNA.'” As DNA metiltransfe- 
rases são responsáveis pelo estabelecimento de um pa- 
drão original de metilação e pela manutenção desses pa- 
drões ao longo das diversas divisões celulares.' 

A manutenção de padrões normais de metilação do 
DNA é crucial para a homeostase celular, uma vez que 
esse processo regula a expressão gênica e a integridade de 
genes.? A taxa de metilação do DNA em regiões promo- 
toras de genes é determinante importante da expressão 
gênica, tendo relação inversa, ou seja, quanto mais meti- 
lado, menos expresso é o gene.'” 

Por outro lado, quando ocorre redução da ingestão 
do folato na alimentação, ocorre também redução das 
concentrações de SAM, e as concentrações plasmáticas e 
celulares de homocisteína aumentam. Essa hiper-ho- 
mocisteinemia desloca a reação para a formação de SAH. 
Nessas situações, além de menor concentração de SAM, 
ocorre aumento de SAH, que é um inibidor da atividade 
das metiltransferases. Esse aumento tem sido associado 
com hipometilação global do DNA.?º!-20º 

Padrões alterados de metilação do DNA são uma ca- 
racterística importante do processo carcinogênico e um 
achado comum no câncer.?*2º! Essas modificações favo- 
recem o aparecimento de neoplasias, na medida em que 
promovem a hipometilação de oncogenes, ocasionando 
sua ativação e, simultaneamente, a hipermetilação de sí- 
tios específicos, o que pode contribuir para a inativação 
de genes supressores de tumores, resultando no seu silen- 


ciamento.205,206 


Além disso, a metilação do DNA é um processo im- 
portantíssimo para o desenvolvimento embrionário, já 
que durante esse período ocorre programação dos pa- 
drões de metilação, sendo estabelecidas marcações epi- 
genéticas individuais no genoma (imprinting), que são 
mantidas para a posterioridade.””-20º Assim, o estado nu- 
tricional durante essa fase pode ter influência sobre o fe- 
nótipo na fase adulta.”!º 


Dessa forma, tanto a deficiência como o excesso de 
doadores de grupamentos metil, necessários para as rea- 
ções de metilação, podem alterar os padrões epigenéticos. 
Essas modificações podem persistir por gerações e longos 
períodos e alterar o perfil de expressão gênica do organis- 
mo, causando mudanças fenotípicas!*” que podem afetar o 
estado de saúde do indivíduo. 

Um aspecto técnico a ser discutido quando se faz a 
comparação de resultados de diferentes estudos é o fato de 
a metilação do DNA ser tecido-específica. Observou-se, 
por exemplo, um padrão de metilação diferente da região 
promotora do gene SERPINBS5 em amostras de tecido pla- 
centário e células sanguíneas periféricas de gestantes dos 
primeiro e terceiro trimestres.” 

Além disso, existem diferentes métodos para avaliar o 
padrão de metilação do DNA, os quais podem apresentar 
vantagens e desvantagens. A avaliação da metilação global 
do DNA, por exemplo, é amplamente utilizada; porém, 
cerca de 60 a 70% das ilhas CpG presentes no DNA não 
estão localizadas em regiões promotoras. Avaliar apenas 
algumas ilhas CpG da região promotora de determinado 
gene (quantitative methylation-specific polymerase chain 
reaction — qMSP) também pode não representar a metila- 
ção do DNA como um todo, uma vez que um determina- 
do nutriente pode hipermetilar um gene e hipometilar 
outro. De forma geral, a metodologia adotada pode variar 
dependendo do objetivo do estudo. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


As vitaminas do complexo B desempenham papel vi- 
tal no organismo humano, estando algumas delas impli- 
cadas com o metabolismo de um carbono. Com isso, es- 
ses nutrientes estão ligados, direta ou indiretamente, à 
síntese e ao reparo de ácidos nucleicos e a todas as reações 
de metilação do organismo, com destaque para a metila- 
ção do DNA. A ligação do metabolismo do um carbono 
com a metilação do DNA mostra a influência dessas vita- 
minas na regulação da expressão gênica, o que pode im- 
pactar em mecanismos de controle de doenças como o 
câncer, bem como a sua possível contribuição para a pro- 
gramação de padrões de metilação na fase embrionária. 

Uma vez que a deficiência dessas vitaminas tem sido 
associada a consequências sérias, como complicações 
materno-fetais, doenças cardiovasculares e neurológi- 
cas, câncer, entre outras, é importante compreender a 
influência que polimorfismos em genes de enzimas fun- 
damentais do metabolismo do carbono possam desem- 
penhar nas concentrações celulares dessas vitaminas. Da 
mesma forma, maior importância deve ser dada às con- 
dições que levam à deficiência desses nutrientes, como 
ocorre durante gestação, lactação e crescimento. 


Vitaminas do complexo B e metabolismo de um carbono 


Por fim, estudos têm demonstrado o aumento consi- 
derável das concentrações de folato em brasileiros após a 
implementação da fortificação obrigatória de farinhas 
com ácido fólico. Portanto, são necessários novos estudos 
a fim de investigar as políticas de fortificação de alimen- 
tos com essa vitamina e como elas podem impactar no 
metabolismo do carbono e nos mecanismos de metilação 
do DNA e no desenvolvimento de doenças crônicas. 
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INTRODUÇÃO 


O zinco é um mineral essencial para o crescimento, o 
desenvolvimento e a diferenciação de todos os tipos de 
organismos, incluindo os microrganismos, as plantas e os 
animais, sendo um dos elementos traços mais abundan- 
tes no corpo humano. Seu conteúdo varia de 1,5 g em 
mulheres a 2,5 g em homens. É encontrado em vários te- 
cidos, mas sua maior concentração, cerca de 85%, está 
nos tecidos muscular e ósseo, e apenas 1% na circulação 
sanguinea.” 

Estima-se que o zinco participe da constituição de mais 
de 2.700 enzimas, muitas das quais estão envolvidas no me- 
tabolismo de carboidratos, proteínas, lipídios e na síntese e 
degradação de ácidos nucleicos. Em aproximadamente 
70% dessas enzimas, o zinco tem função de catalisador, 
mas também pode ter papel estrutural, agir como substra- 
to ou atuar como regulador da atividade enzimática.” 

Por meio de suas três funções — catalítica, estrutural 
e regulatória — o zinco desempenha função relevante nas 
respostas imune e inflamatória e no estresse oxidativo.“ 

Na resposta inflamatória, o papel estrutural desse 
elemento nos receptores ativados por proliferador de 
peroxissomos (PPAR) reduz a ativação do fator nuclear 
kappa B (NF-kB), e a proteína dedo de zinco A20 parece 
atuar da mesma forma. O NF-kB é um fator de transcri- 
ção altamente conservado durante a evolução e sua 
translocação para o núcleo celular regula a expressão de 
centenas de genes, como os de citocinas pró-inflamató- 
rias, de proteínas de fase aguda, de moléculas de adesão, 
entre outras. Dessa forma, a proteína A20 inibe, indire- 
tamente, a expressão de citocinas com ação pró-infla- 
matória, como as interleucinas (IL) Ibeta, 6, 8 e o fator 
de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa).’° 

A função estrutural do zinco também está ligada à 
sua capacidade de estabilizar membranas celulares, uma 
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vez que a deficiência de zinco está associada ao aumento 
da fragilidade osmótica dos eritrócitos em humanos." 
Alguns autores sugerem que o mineral esteja envolvido 
na formação da dematina, proteína essencial para a ma- 
nutenção da morfologia celular, motilidade e integridade 
estrutural da membrana.!» 2 

O papel antioxidante do zinco refere-se, principal- 
mente, à sua participação na estrutura das enzimas supe- 
róxido dismutase 1 e 3 (SOD1 e SOD3) e na manutenção 
das concentrações de metalotioneinas (MT), visto que o 
mineral não pode interagir diretamente com um radical 
livre.” 

Vários sistemas fisiológicos contribuem para a ho- 
meostase corporal do zinco sob diferentes condições, sen- 
do o trato gastrintestinal um dos principais responsáveis 
por esse mecanismo. O equilíbrio é obtido pela modula- 
ção da quantidade de zinco de origem alimentar absorvi- 
do e pela quantidade de zinco endógeno excretado.'* A 
regulação da excreção urinária ocorre quando há inges- 
tões extremamente altas ou baixas de zinco. Além disso, a 
redistribuição tecidual e celular do mineral também pode 
favorecer a homeostase." 

Em humanos, o intestino delgado é o sítio primário 
de absorção do zinco exógeno, a qual é regulada por me- 
canismos de difusão e processos mediados por carreado- 
res. O transporte ativo é saturável em altas concentrações 
do metal no lúmen do intestino e tem sua eficiência au- 
mentada durante períodos de baixa ingestão. Em situa- 
ções de alto consumo, a absorção ocorre por mecanismo 
de difusão passiva sem saturação. Parte do zinco presente 
no lúmen intestinal é oriunda das secreções pancreáticas, 
biliares e intestinais, bem como da descamação das célu- 
las da mucosa.'® 

Após ser absorvido, o zinco é liberado pelos trans- 
portadores da membrana basolateral dos enterócitos, 
passa para os capilares mesentéricos e é direcionado para 


186 Genômica nutricional 


a circulação portal, sendo captado pelo fígado e distri- 
buído para os outros tecidos. Seu transporte no sangue é 
mediado pela albumina e, em menor quantidade, pela 
macroglobulina, transferrina, cisteína e histidina.!” ! 


A homeostase do zinco é mantida por meio de meca- 
nismos que incluem a regulação da expressão de genes, 
como aqueles que codificam proteínas transportadoras 
de zinco e MT.” No entanto, quando a ingestão alimentar 
de zinco é muito baixa, os mecanismos homeostáticos 
podem ser insuficientes para repor as perdas, resultando 
em equilíbrio negativo do mineral.” 

A adequação da ingestão de zinco é afetada pela pre- 
sença de fatores antinutricionais que inibem sua absor- 
ção, sendo o fitato o principal deles. Dietas baseadas em 
cereais integrais ou tubérculos e com quantidades insig- 
nificantes de alimentos de origem animal aumentam as 
necessidades nutricionais do mineral e, portanto, au- 
mentam o risco de deficiência. 

O desenvolvimento da deficiência de zinco pode ser 
atribuído ao menos a cinco causas gerais que ocorrem de 
forma isolada ou combinadas, as quais incluem ingestão 
inadequada, aumento das necessidades, má absorção, 
perdas aumentadas e utilização prejudicada.?! A ingestão 
inadequada de zinco geralmente é a principal causa de 
deficiência na maioria das situações.>?º 

Estima-se que cerca de 10% do proteoma humano 
consista em proteínas potencialmente ligadas ao zinco.” 
Esse número explica a importância do mineral na síntese 
de DNA, RNA e diversas proteínas, assim como na pre- 
servação da estabilidade do genoma, em razão de sua 
participação na regulação e/ou estrutura de proteínas en- 
volvidas no reparo do DNA.” 
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Aspectos básicos 


Como abordado em capítulos anteriores, as intera- 
ções entre os nutrientes e os genes podem ocorrer de vá- 
rias formas. Uma delas é a interação direta, na qual o 
nutriente liga-se a um fator de transcrição, ativando-o e 
induzindo-o à expressão de genes.” Nesse sentido, um 
dos fatores de transcrição mais estudados em relação à 
homeostase do zinco é o fator de transcrição regulador 
de metal 1 (MTF-1, metal-regulatory transcription factor 
1).% Ele funciona como um sensor intracelular de zinco, 
ligando-se direta e reversivelmente ao mineral e, poste- 
riormente, transferindo-se para o núcleo da célula, onde 
se liga aos elementos de resposta a metais (MRE, metal 
response element) em regiões regulatórias de genes espe- 
cíficos, promovendo o aumento ou a diminuição da 
transcrição destes.” Há descrições também a respeito do 


fator de transcrição Kriippel-like factor 4 (KLF4), que tem 
sua expressão induzida durante a restrição alimentar de 
zinco, e que também foi identificado como regulador da 
transcrição de genes relacionados à homeostase do zin- 
co, como o SLC39A4, que codifica a proteína transporta- 
dora ZIP4 (Zrt- and Irt-like protein 4). 


Proteínas transportadoras de zinco 


Dentre os genes que têm sua expressão modificada 
pela ingestão de zinco alimentar, podem-se citar os que 
codificam transportadores de zinco, constituídos por 
duas grandes famílias, a ZIP e a ZnT (transportadores de 
zinco), pertencentes à mesma classe, SLC (solute-linked 
carrier ou transportador ligado ao soluto), porém com 
atividades opostas na homeostase celular do mineral.*” 

A família ZnT ou SLC30 atua transportando o zinco 
do citoplasma para fora das células ou para dentro de ve- 
sículas intracelulares, ou seja, retira zinco do citoplasma. 
De forma contrária, a família ZIP ou SLC39 transporta o 
zinco do meio extracelular e de vesículas para o citoplas- 
ma.***! A grande variedade de transportadores apresenta 
diferentes padrões de expressão gênica frente à variação 
na ingestão de zinco. A Figura 14.1 ilustra a ação desses 
transportadores na célula, indicando a direção do trans- 
porte de ions Zn?* nas membranas celulares. 


Zn? o 


Citoplasma 


Organela celular 


Figura 14.1 Transporte celular de zinco para o citoplasma e para as 
organelas mediado por duas famílias de transportadores: ZnT (SLC30) 
e ZIP (SLC39). Fonte: adaptada de Kambe et al.” 
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Esta família de transportadores é constituída por 
aproximadamente dez proteínas que atuam na redução da 
concentração citoplasmática de zinco. Os genes que codi- 
ficam tais transportadores, em seres humanos, são deno- 
minados SLC30A1 a SLC30A10 e produzem as proteínas 
ZnT1 a ZnT10, respectivamente (Tabela 14.1). Em roe- 


dores, esses genes são denominados Slc30a1 a Slc30a10. A 
maioria desses transportadores possui seis domínios 
transmembrana e está localizada nos compartimentos 
intracelulares, geralmente associados a endossomos, 
complexo de Golgi e retículo endoplasmático.* 

O primeiro transportador de zinco a ser descoberto 
foi o ZnT1, em virtude da sua capacidade de conferir re- 
sistência a concentrações extracelulares elevadas de zin- 
co. Em humanos e roedores, essa proteína encontra-se 
amplamente distribuída pelos tecidos e é mais expressa 
naqueles envolvidos com a absorção, como o intestino 
delgado, sendo abundante ao longo da membrana baso- 
lateral dos enterócitos, onde pode participar da transfe- 
rência de zinco para a circulação sanguínea.”»* 

A expressão elevada de ZnT1 em células de humanos 
e roedores aumenta o efluxo de zinco e reduz a sua con- 
centração intracelular, enquanto a diminuição da sua ex- 
pressão resulta em maior retenção de zinco no citoplas- 
ma das células, evidenciando que a expressão desse 
transportador é crucial para a manutenção da homeosta- 
se do zinco e, em particular, para melhorar a sua retenção 
em células submetidas à privação do mineral.*****” 

A expressão gênica do ZnT1 é rapidamente induzida 
em cultura de células de camundongos após tratamento 
com zinco, sendo regulada pelo MTF-1.** Por outro la- 
do, a deficiência de zinco no meio de cultura pode redu- 
zir a sua expressão, evidenciando que essa proteína tam- 
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bém pode ser influenciada diferencialmente pela ingestão 
de zinco.” 

Os transportadores ZnT2 a ZnT4 e ZnT8 estão loca- 
lizados predominantemente em tecidos humanos envol- 
vidos com atividade secretora, como glândulas mamá- 
rias, neurônios glutamatérgicos, próstata e células beta 
pancreaticas.“°“* O ZnT2 pode ser encontrado também 
na membrana apical de enterócitos no intestino delgado 
de roedores, tendo sua expressão aumentada em resposta 
ao consumo alimentar aumentado de zinco.“ 

O transportador ZnT3, detectado primeiramente no 
cérebro e em células beta pancreáticas de ratos, parece 
não ter sua expressão influenciada pelo zinco alimentar.“ 
Entretanto, a expressão gênica e proteica do Slc30a3 nas 
células beta pancreáticas é aumentada de forma dose-de- 
pendente pela concentração de glicose.” 

A presença do ZnT4 nas glândulas mamárias de ra- 
tos tem papel importante durante a amamentação. Uma 
mutação nesse gene ocasiona produção de leite defi- 
ciente em zinco, descrito como leite letal (lethal milk). 
Os filhotes amamentados por ratas com tal mutação são 
incapazes de sobreviver se não receberem suplementa- 
ção de zinco.” Entretanto, não existem relatos da pre- 
sença dessa mutação em humanos. A expressão desse 
transportador parece não ser dependente do estado nu- 
tricional em relação ao zinco. No entanto, durante a lac- 
tação, uma redução da ingestão de zinco parece aumen- 
tar a sua expressão nas glândulas mamárias de ratas, 


Tabela 14.1 Transportadores de zinco da família SLC30A: localização e regulação da expressão em resposta ao zinco alimentar 


Resposta ao zinco 


Transportador Gene Localização tecidual Localização celular A 
alimentar 

ZnT1 SLC30A1 Ubiqua Membrana plasmatica ann) 
ZnE (+) 
ZnT? SLC30A2 Glandulas mamarias, próstata, retina, pâncreas, Membrana plasmática, mitocôndrias, ZnD (=) 
intestino delgado, rins vesículas intracelulares ZnE (+) 

ZnT3 SLC30A3 Cérebro, testículos, pâncreas Vesícula sináptica he 
ZnT4 SLC30A4 Ubiqua, predominante em glandulas mamárias, Membrana plasmática, vesículas ZnD (4) 

placenta, próstata, cérebro e rins intracelulares 
Ubíqua, predominante no coração, placenta, Membrananlasmätica vesicülas 
ZnT5 SLC30A5 pâncreas, próstata, ovários, testículos, intestino . p é : ZnE (=) 
: intracelulares, complexo de Golgi 
delgado, timo e ossos 
ZnT6 SLC30A6 Ubiqua, predominante no cérebro, pulmões e Vesículas intracelulares, complexo E 
intestino de Golgi 

ZnT7 SLC30A7 Ubíqua, predominante no intestino, estômago, Vesículas intracelulares, complexo ZnD (-) 
próstata, retina, pâncreas, testículos e músculos de Golgi ZnE (+) 
ZnT8 SLC30A8 Pancreas, tireoide, glândula adrenal, testículos Grânulos secretórios ZnD (=) 

ZnT9 SLC30A9 Ubíqua Citoplasma, núcleo * 

ZnTio SLC30A10 Cérebro, retina, figado Desconhecida * 


ZnD: dieta deficiente em zinco; ZnE: dieta com excesso de zinco; (+): aumento da expressão; (—): redução da expressão; *: nenhum estudo observou efeito do 


zinco alimentar na expressão deste gene ou proteína. Fonte: esta tabela é uma adaptação do modelo disponível em http://www.bioparadigms.org. As referências 


utilizadas estão descritas ao longo do texto. 
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tendo papel relevante na transferência desse mineral 
para o leite.” 

O ZnT5 é amplamente distribuído nos tecidos, e ve- 
rificou-se que, em seres humanos, altas doses de zinco 
alimentar reduzem sua expressão no intestino delgado. 

O ZnT6, embora seja detectado em diversos tecidos 
humanos, é predominantemente expresso no cérebro, 
nos pulmões e no intestino. Intracelularmente, ele está 
localizado no complexo de Golgi e nas vesículas celulares, 
porém essa distribuição é regulada pela concentração de 
zinco. Esse transportador se desloca para a periferia das 
células em resposta ao aumento de zinco extracelular, 
embora sua expressão se mantenha inalterada.” 

O ZnT7 está presente predominantemente no intes- 
tino delgado, no estômago, na próstata, na retina, no 
pâncreas, nos testículos e nos músculos de humanos e 
roedores. Em células mononucleares de humanos, a sua 
expressão responde de forma positiva à suplementação 
de zinco e diminui durante a deficiência desse mineral.” 

O transportador ZnT8 é predominantemente ex- 
presso em células beta pancreáticas de humanos e roedo- 
res, onde realiza o influxo de zinco aos grânulos secretó- 
rios para a maturação e cristalização da insulina antes de 
sua secreção. Dessa forma, defeitos no ZnT8 podem 
afetar o transporte de zinco para os grânulos secretórios, 
tendo impacto negativo sobre a primeira fase de libera- 
ção de insulina em resposta à concentração de glicose.” 
Smidt et al.” observaram que a expressão desse transpor- 
tador diminui durante a deficiência de zinco em roedo- 
res, reduzindo também a expressão de insulina pelas cé- 
lulas beta pancreáticas. 

Os transportadores ZnT9 e ZnT10 foram pouco es- 
tudados até o momento. Sabe-se que o SLC30A9 é am- 
plamente expresso pelos tecidos e o SLC30A10 tem sua 
expressão restrita ao cérebro e fígado de fetos humanos.” 
Ambos não parecem ter sua expressão afetada por varia- 
ções na concentração de zinco. 


Família ZIP (SLC39A) 


Esta família de transportadores é formada por 14 
proteínas que atuam no aumento das concentrações 
celulares de zinco. Em seres humanos, os seus genes são 
denominados SLC39AI a SLC39A14 e codificam as 
proteínas ZIP1 a ZIP14, respectivamente (Tabela 14.2). 
Em roedores, esses genes são denominados S/c39al a 
Slc39a14. 

A maioria desses transportadores possui oito domí- 
nios transmembrana e está localizada em diversos com- 
partimentos intracelulares humanos, incluindo a mem- 
brana plasmática, as vesículas intracelulares, os lisossomos, 
o complexo de Golgi e o retículo endoplasmatico.™ 


O transportador ZIP1 encontra-se amplamente dis- 
tribuído pelos tecidos humanos. Sua localização celular 
depende do tipo de célula e da concentração de zinco. Em 
situações de concentração elevada do mineral, o ZIP1 es- 
tá presente, principalmente, em organelas intracelulares, 
deslocando-se para a superfície da célula à medida que a 
concentração de zinco diminui.” Sua expressão tam- 
bém parece ser influenciada pela concentração de zinco, 
apresentando ligeiro aumento durante a deficiência e di- 
minuindo durante a suplementação com o mineral.” 

A expressão do ZIP2 tem comportamento similar ao 
ZIP1 em função da concentração de zinco, aumentando 
de forma significativa durante a depleção do mineral, o 
que demonstra que essa é a proteína mais responsiva à 
deficiência de zinco.” Entretanto, em humanos, a sua 
presença parece estar restrita ao útero e à próstata.” 

O transportador ZIP3 também apresenta distribui- 
ção ubíqua nos tecidos, sendo predominante nas glându- 
las mamárias e nos testículos de humanos. Em cultura de 
células mononucleares humanas, a sua expressão dimi- 
nui durante a depleção de zinco.” 

A expressão do ZIP4 é maior em tecidos humanos 
envolvidos com a absorção/reabsorção de zinco, sendo, 
desse modo, o intestino delgado e os rins os locais de 
maior abundância da proteína.” Sua expressão em hu- 
manos e em roedores parece ser regulada por mecanis- 
mos transcricionais e pós-transcricionais em resposta à 
ingestão de zinco, aumentando durante a deficiência e 
diminuindo após a suplementação desse mineral. 
Além disso, a sua localização celular também varia em 
resposta à restrição nutricional de zinco em camundon- 
gos, situando-se nas membranas apicais dos enterócitos 
durante a deficiência e sendo internalizado e degradado 
após a repleção do mineral.” Isso sugere que a regulação 
da expressão e localização celular do ZIP4 em órgãos es- 
senciais à aquisição de zinco alimentar, como o intestino 
delgado, desempenha papel fundamental na homeostase 
do mineral.” O fator de transcrição KLF4, que é induzi- 
do durante a restrição de zinco, foi identificado como um 
dos responsáveis pelo aumento da transcrição do Slc39a4 
em camundongos. 

O transportador ZIP5 apresenta distribuição tecidual 
semelhante ao ZIP4, sendo expresso ao longo do trato 
gastrintestinal de humanos e animais. Entretanto, em 
animais, a sua localização celular é oposta ao ZIP4, inclu- 
sive em resposta à ingestão alimentar de zinco. Quando 
há ingestão adequada do mineral, o ZIP5 situa-se na 
membrana basolateral dos enterócitos de camundongos, 
sendo internalizado e degradado durante a deficiência 
nutricional de zinco.“ Apesar disso, a expressão gênica 
desse transportador parece não variar em resposta ao zin- 
co alimentar, assim como o ZIP6. Este último possui dis- 
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Tabela 14.2 Transportadores de zinco da família SLC39A: localização e regulação da expressão em resposta ao zinco alimentar 


Transportador Gene Localização tecidual 
ZIP1 SLC39A1 Ubiqua 
ZIP2 SLC39A2 Utero e próstata 
ZIP3 SLC39A3 Ubíqua, principalmente em glândulas 
mamárias e testículos 
ZIP4 SLC39A4 Trato gastrintestinal, rins, neurônios do 
hipocampo 
ZIP5 SLC39A5 Trato gastrintestinal, pancreas, rins, 
figado 
ZIP6 SLC39A6 Ubíqua 
ZIP7 SLC39A7 Ubíqua 
ZIP8 SLC39A8 Ubiqua, principalmente em linfócitos T, 
eritrócitos e testículos 
ZIP9 SLC39A9 Desconhecida 
ZIP10 SLC39A10 Cérebro, fígado, eritrócitos, rins 
ZIP11 SLC39A11 Estômago, ceco, cólon, testículos 
ZIP12 SLC39A12 Cérebro, pulmões, testículos, retina 
ZIP13 SLC39A13 Ubiqua 
ZIP 14 SLC39A14 Ubiqua, principalmente no figado e 


intestino delgado 


Localização celular fioeno sia ao inca 


alimentar 
Membrana plasmática, vesículas ZnD (+) 
celulares ZnE (=) 
Es ZnD (+) 
Membrana plasmática AEE 
Membrana plasmática, lisossomos ZnD (=) 
Membrana plasmática, superfície apical 
E ZnD (+) 
dos enterócitos, lisossomos 
Membrana plasmática, superfície m 
basolateral dos enterócitos 
Membrana plasmática E 
Retículo endoplasmático, vesículas 
. ZnE (=) 
celulares, complexo de Golgi 
Membrana plasmática, lisossomos, E 
mitocôndrias 
Complexo de Golgi há 
T ZnD (+) 
Membrana plasmática ZE) 
Membrana plasmática, complexo de Golgi ZnD (=) 
e núcleo ZnE (+) 
Membrana plasmática ZnD (+) 
Vesículas celulares, complexo de Golgi jo 
Membrana plasmática Š 


ZnD: dieta deficiente em zinco; ZnE: dieta com excesso de zinco; (+): aumento da expressão; (-): redução da expressão; *: nenhum estudo observou efeito do zinco 
na expressão deste gene ou proteína. Fonte: esta tabela é uma adaptação do modelo disponível em http://www.bioparadigms.org. As referências utilizadas estão 


descritas ao longo do texto. 


tribuição ubiqua nos tecidos humanos; entretanto, parece 
ser mais expresso naqueles sensíveis a hormônios esteroi- 
des, como a placenta, as glândulas mamárias e os testícu- 
los, atuando como importador celular de zinco.” 

O ZIP7 também possui distribuição ubíqua nos teci- 
dos humanos, com papel crucial na redução da concen- 
tração de zinco no retículo endoplasmático, nas vesículas 
celulares e no complexo de Golgi, organelas nas quais 
esse transportador é encontrado. Essa proteína parece ter 
sua expressão inibida sob altas concentrações de zinco, 
não afetando, contudo, a sua localização celular. 

O ZIP8 é expresso em linfócitos T e localiza-se pre- 
dominantemente nos lisossomos de humanos. Desempe- 
nha papel crucial no início do processo inflamatório, 
contribuindo para a citoproteção. A inibição da expres- 
são desse transportador reduz as concentrações de zinco 
celular, comprometendo a função mitocondrial em res- 
posta ao TNF-alfa, além de aumentar a morte celular.“ 
Em camundongos, a sua expressão parece não depender 
da concentração de zinco, entretanto, a sua localização 
celular pode variar em resposta a ela. Durante a deficiên- 


cia, o ZIP8 pode estar situado na membrana plasmática e 
ser internalizado após a repleção do mineral.” 

O transportador ZIP9 foi pouco estudado. Não se co- 
nhece exatamente a sua localização tecidual em humanos, 
porém sabe-se que, intracelularmente, ele está presente no 
complexo de Golgi, independentemente do estado nutri- 
cional em relação ao zinco.“ 

O Slc30a10, que codifica o ZIP10, foi o primeiro gene 
da família ZIP identificado como alvo do MTF-1 em ca- 
mundongos. Entretanto, a sua expressão é suprimida por 
esse fator de transcrição, ao contrário do observado com 
alguns transportadores da família ZnT, cuja expressão é 
ativada por ele.” Em células animais, a expressão do gene 
e o consequente aumento da proteína ocorrem durante a 
deficiência de zinco, inibida após a repleção do mineral.‘ 
Em humanos, a sua localização tecidual ainda não foi 
descrita; porém, com relação à sua localização celular, 
sugere-se que esteja presente na membrana plasmática.” 

O transportador ZIP11 foi recentemente desco- 
berto no trato gastrintestinal e em testículos de camun- 
dongos. A sua localização celular parece variar entre 
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membrana plasmática, complexo de Golgi e/ou núcleo, 
dependendo do tecido onde é encontrado. A sua ex- 
pressão é regulada pela ingestão alimentar de zinco, di- 
minuindo durante a deficiência e aumentando após a 
suplementação.” 

O ZIP12, codificado pelo gene SLC39A12, foi desco- 
berto por meio de análises de expressão de genes em dife- 
rentes tecidos humanos. Esse transportador é altamente 
expresso no cérebro, sendo essencial para a diferenciação 
neuronal.” A deficiência de zinco, além de provocar au- 
mento na expressão gênica desse transportador, promove 
a sua redistribuição do espaço perinuclear para o cito- 
plasma e membrana plasmática.” 

A proteína transportadora de zinco ZIP13 desempe- 
nha papel crítico no desenvolvimento ósseo, dental e de 
todo o tecido conjuntivo humano. A sua disfunção é res- 
ponsável pela forma VI da síndrome de Ehlers-Danlos, 
uma doença hereditária caracterizada por hipermobili- 
dade articular, elasticidade da pele e fragilidade dos teci- 
dos conectivos.» Essa proteína é altamente expressa no 
tecido ósseo e em células essenciais para o desenvolvi- 
mento do tecido conectivo humano, localizando-se prin- 
cipalmente na região perinuclear e no complexo de Golgi 
de osteoblastos, condrócitos e fibroblastos.” 

O ZIP14 localiza-se principalmente na membrana plas- 
mática de hepatócitos de seres humanos e tem papel im- 
portante na resposta inflamatória de fase aguda induzida 
pela IL-6. Ele é responsável por elevar a concentração hepá- 
tica de zinco durante a endotoxemia, induzindo à hipozin- 
cemia transitória característica da inflamação aguda.” 

O duodeno e o jejuno de camundongos expressam 
mais Slc39a14 que o fígado, evidenciando o papel impor- 
tante desse transportador na absorção de zinco alimen- 
tar.” Sua distribuição e regulação por estímulos pró-infla- 
matórios sugerem que esse transportador tem papel 
crucial tanto na resposta inflamatória quanto na manu- 
tenção da função de barreira para o trato gastrintestinal.” 


Metalotioneinas 


As MT compreendem um grupo de proteinas intra- 
celulares que podem se ligar tanto a metais essenciais 
quanto a metais tóxicos. Elas são caracterizadas por seu 
baixo peso molecular, elevado teor de cisteína, ausência 
de resíduos de aminoácidos aromáticos e presença de 7 a 
12 átomos de metais por molécula. Em razão de seu con- 
teúdo rico em tiol, elas se ligam a diversos elementos tra- 
ços, incluindo zinco, cádmio, mercúrio, platina e prata, e 
também protegem as células e os tecidos contra a toxici- 
dade dos metais pesados.*” 

Duas isoformas principais de MT, denominadas 
MT-1 e MT-2, foram identificadas em mamíferos e são 


encontradas em todos os tipos de tecidos. Outras duas 
isoformas, denominadas MT-3 e MT-4, também são en- 
contradas em mamíferos, porém em menor quantidade e 
localização restrita. Em humanos, os genes MT estão lo- 
calizados na região cromossômica 16q13 em cluster e po- 
dem incluir, pelo menos, 10 genes funcionais já identifi- 
cados. MT-2, MT-3 e MT-4 são codificadas por um único 
gene, enquanto a MT-1 inclui muitas isoformas codifica- 
das por um único locus funcional, MT. As isoformas fun- 
cionais conhecidas da MT-1 são: MT-1A, MT-1B, MT-1E, 
MT-1F MT-1G, MT-1H e MT-1X. Já a MT-2 possui ape- 
nas uma isoforma funcional conhecida, a MT-2A.*° 

Diferentes tipos celulares expressam isoformas e 
apresentam concentrações variadas de MT, provavel- 
mente em razão das diferentes funções de cada uma. A 
expressão das proteínas MT-1A e MT-2A é detectada em 
todos os tipos de células humanas, enquanto as outras, 
como MT-1B e MT-1E, são expressas de forma específica 
em função do tipo celular.*»*? 

O fator de transcrição MTF-1 desempenha papel im- 
portante no controle da transcrição de MT. Após sua liga- 
ção ao zinco intracelular, o MTF-1 é ativado e induzido a 
entrar no núcleo, onde se liga aos MRE para induzir a 
expressão de MT (Figura 14.2). A expressão dos genes e, 
consequentemente, das proteínas, sofre ação direta da 
disponibilidade de zinco. Quando há excesso do mineral, 
a expressão de MT aumenta e, em contrapartida, diminui 
durante a deficiência. Além disso, a própria MT regula a 
sua expressão, seguindo um circuito de feedback negativo. 
Quando a concentração dessa proteína encontra-se eleva- 
da, a sua expressão é diminuída.** 
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Figura 14.2 Mecanismo de indução da expressão de metalotionei- 
nas (MT) pelo aumento da concentração celular de zinco (Zn*). O 
zinco se liga ao fator de transcrição regulador de metal 1 (MTF-1) 
e transfere-se para o núcleo da célula, onde se liga ao elemento 
de resposta a metais (MRE) do gene da MT, promovendo o aumento 
da sua transcrição. O RNA mensageiro (RNAm) transcrito vai para 
o citoplasma para ser traduzido, o que propicia a tradução da MT 
correspondente. 


Segundo Hambidge,* a concentração de MT pode ser 
utilizada como biomarcador na avaliação do estado nutri- 
cional relativo ao zinco, tendo em vista que suas concen- 
trações séricas são significativamente alteradas em res- 
posta à disponibilidade do mineral. 

Além da concentração de zinco, as MT podem ter sua 
expressão ativada por diversos estímulos, incluindo metais 
pesados, citocinas inflamatórias (IL-6, IL-1 e TNF-alfa) e 
fatores de crescimento. Durante o estresse oxidativo, a sín- 
tese de MT encontra-se substancialmente aumentada, vi- 
sando proteger as células contra a citotoxicidade e danos 
no DNA.*788 

Dentre as funções das MT, a principal parece ser a de 
destoxificação de metais pesados, em razão, principal- 
mente, da sua afinidade elevada por estes. Entretanto, 
outros papéis biológicos têm sido amplamente estuda- 
dos, como o armazenamento de metais essenciais, o se- 
questro de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de ni- 
trogênio (ERN), o transporte intracelular de zinco, a 
proteção celular contra a apoptose, entre outros.®*”! 

As MT inibem reações de propagação de radicais li- 
vres por meio da ligação seletiva a íons de metais pró-oxi- 
dantes, como ferro e cobre, e dos potencialmente tóxicos, 
como cádmio e mercúrio.”” Sob condições de estresse oxi- 
dativo elevado, ocorre a liberação do zinco ligado à MT, 
resultando em maior disponibilidade de grupamentos 
sulfidrilas reduzidos, prontos para atuar na proteção an- 
tioxidante. Por sua vez, o zinco liberado é redistribuído na 
célula e pode ser utilizado em outros mecanismos de pro- 
teção antioxidante.” 


Superóxido dismutase 


As ERO, em baixas concentrações, são importantes 
para a sinalização de eventos celulares e também essen- 
ciais para a própria função celular. Sob condições fisioló- 
gicas, existe um equilíbrio entre as concentrações de ERO 
produzidas durante o metabolismo celular normal e as 
concentrações de antioxidantes endógenos, os quais 
atuam na proteção tecidual contra danos oxidativos. O 
desequilíbrio desse balanço, seja por meio do aumento 
da produção de ERO ou da diminuição das concentra- 
ções de antioxidantes, resulta em uma condição denomi- 
nada estresse oxidativo. Esse processo pode contribuir 
para o desenvolvimento de doenças como câncer, diabete 
tipo 2 e doenças cardiovasculares.” 

A superóxido dismutase (SOD) é considerada a pri- 
meira e mais importante linha de defesa do sistema an- 
tioxidante enzimático e é responsável por dismutar os 
ânions superóxido (*O,) em peróxido de hidrogênio 
(H,O,), o qual, por sua vez, é transformado em duas mo- 
léculas de água (H,O) pelas enzimas catalase, glutationas 
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peroxidase e tiorredoxinas. Em mamíferos, três isofor- 
mas dessa enzima foram identificadas: a SODI 
(CuZn-SOD) ou citosólica, a SOD2 (Mn-SOD) ou mito- 
condrial e a SOD3 (EC-SOD) ou extracelular. Embora 
catalisem a mesma reação, as diferentes localizações des- 
sas isoformas são importantes para sinalização redox 
compartimentada.>> A SOD1 e a SOD3, isoformas que 
dependem do zinco para exercerem sua função, serão 
abordadas a seguir. 

Em humanos, o gene que codifica a SODI está loca- 
lizado na região cromossômica 21q22.11 e possui cinco 
éxons e quatro íntrons. A região promotora proximal do 
gene da SODI contém uma região regulatória rica em 
CG, bem como TATA box e CCAAT box, que são impor- 
tantes regiões regulatórias da expressão basal dessa pro- 
teína. Além disso, alguns sítios de ligação para AP-1 (ac- 
tivator protein 1), NF-kB, Sp1 (specificity protein 1) e NF1 
(nuclear factor 1) foram identificados nessa região, suge- 
rindo que tais fatores de transcrição estão envolvidos na 
regulação da expressão da SOD1. Essa isoforma locali- 
za-se no citoplasma, no núcleo e no espaço intramem- 
branas das mitocôndrias e sua atividade enzimática de- 
pende da presença de zinco e cobre. O zinco participa do 
dobramento adequado e da estabilidade da proteína." 

A transcrição do gene da SODI pode ser induzida 
tanto por condições fisiológicas, ou seja, em resposta a 
mensageiros biológicos, químicos ou mecânicos, quanto 
por estímulos via ativação de outros elementos regulató- 
rios cis. Com relação às condições fisiológicas, o aumento 
de RNAm pode ocorrer mediante a presença de HO, 
óxido nítrico, metais pesados, ácido araquidônico, xeno- 
bióticos, irradiação X, entre outros. O aumento da pro- 
dução de ERO nas células pode levar ao aumento da sín- 
tese de SOD1, por meio da ativação de fatores de 
transcrição e posterior ligação a MRE localizados próxi- 
mos à região 5; com a finalidade de evitar danos oxidati- 
vos. Em relação aos elementos regulatórios, grande parte 
da expressão de SODI é induzida por meio da ligação do 
NF-kB, do NR£2, do receptor hidrocarbono aril/translo- 
cador do receptor nuclear de hidrocarbono aril (AHR/ 
ARNT) ou de proteínas ligadoras do intensificador 
CAATT (C/EBP, CCAAT-enhancer-binding proteins). Por 
exemplo, a ligação do NF-kB na região promotora da 
SOD1 em humanos aumenta após a exposição a citoci- 
nas e ao estresse oxidativo. O NRf2, por sua vez, median- 
te condição de estresse celular, é translocado para o nú- 
cleo e se liga ao elemento de resposta a antioxidantes 
(ERA) presente na região promotora de diversos genes, 
incluindo o SODI, com o objetivo de aumentar a expres- 
são gênica de enzimas antioxidantes. Do mesmo modo, a 
ativação transcricional do SODI pode ocorrer por meio 
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do aumento da ligação AHR/ARNT e C/EBP no promo- 
tor proximal.» 

A SOD3 (ou EC-SOD — SOD extracelular) foi desco- 
berta em 1982 pelo pesquisador Marklund e seus colabo- 
radores. Essa isoforma é uma glicoproteína levemente 
hidrofóbica e estável, presente em vários organismos co- 
mo um tetrâmero, encontrada principalmente nos com- 
partimentos extracelulares, como plasma, linfa, fluido 
cerebroespinal e líquido articular. Além disso, possui alta 
afinidade com a heparina e outros proteoglicanos na ma- 
triz extracelular e na membrana plasmática.!0!-104 

A EC-SOD é a principal enzima responsável por re- 
duzir os danos oxidativos causados por radicais livres no 
meio extracelular. Essa isoforma está localizada princi- 
palmente nos vasos sanguíneos, mais especificamente en- 
tre o endotélio e o músculo liso vascular. Sua expressão 
em células vasculares pode sofrer alterações em resposta a 
estímulos de citocinas pró-inflamatórias, fatores de cres- 
cimento e estímulos vasoativos que incluem angiotensina 
II, óxido nítrico e homocisteina.'” 

Em humanos, o gene da SOD3 está localizado na re- 
gião cromossômica 4p15.2, com três éxons e dois íntrons, 
e compartilha 40 a 60% de similaridade com o gene da 
SODI. A região promotora contém vários elementos re- 
gulatórios, incluindo dois ERA, sítios de ligação AP-1, ele- 
mentos de resposta a xenobióticos e elementos de resposta 
ao NE-kB, 10197 

A expressão do gene SOD3 e de sua proteína tem 
especificidade celular e tecidual, ocorrendo principal- 
mente em órgãos como coração, pulmões, vasos sangui- 
neos, placenta e rins. Com relação às células, grandes 
quantidades de proteína e de RNAm da SOD3 são en- 
contradas em células alveolares do tipo II, tubulares 
renais proximais, musculares lisas vasculares, gliais, 
endoteliais, macrófagos pulmonares e algumas linha- 
gens de fibroblastos." 

Estudos in vitro em fibroblastos de pele indicam que 
a expressão tanto do RNAm como da proteína EC-SOD 
pode ser induzida pela heparina e pelo sulfato de hepara- 
no. Os mecanismos responsáveis pela regulação dessa ex- 
pressão ainda são desconhecidos; entretanto, sugere-se 
que haja o envolvimento de um receptor nuclear ou um 
efeito direto em elementos promotores." A regulação da 
expressão da EC-SOD pode ocorrer por meio de uma va- 
riedade de estímulos, como citocinas inflamatórias, fato- 
res de crescimento, hormônios, agentes oxidantes e a in- 
gestão alimentar de zinco.”*!% 


Proteínas dedos de zinco (zinc finger) 


As estruturas “dedos de zinco” em proteínas foram 
descritas pela primeira vez em 1985. A definição para esse 


tipo de proteína pode ser aplicada para qualquer estrutu- 
ra compacta que é estabilizada por íons de zinco.” As 
“dedos de zinco” apresentam em sua estrutura um cir- 
cuito alongado formado por aproximadamente 30 ami- 
noácidos, que se mantêm unidos na base por um íon de 
zinco, o qual é coordenado por quatro resíduos de cistei- 
na e/ou histidina (Figura 14.3), que são responsáveis pela 
estabilização da pequena estrutura da proteina.'!° Essas 
pequenas proteínas estão envolvidas em vários processos 
biológicos, como apoptose, proliferação celular, transcri- 
ção, vias de metabolismo e sinalização.! 


Figura 14.3 Estrutura de uma proteína “dedo de zinco”. Fonte: adapta- 
da de Nakaseko et al.!'2 


Um dos inibidores da ativação do NF-kB é a proteína 
A20, um fator de transativação que contém sete domi- 
nios “dedos de zinco” e é capaz de inibir a expressão gêni- 
ca de TNF-alfa, de IL-Ibeta e de outras proteínas com 
ação pró-inflamatória.!'3-115 A indução da expressão da 
A20 ocorre por meio de sinais dependentes do NF-kB, os 
quais atuam na restrição da duração e da intensidade da 
sinalização por meio de várias moléculas envolvidas na 
via do NF-kB. A regulação desse mecanismo ocorre tanto 
em nível transcricional como pés-transcricional.!!° 


Um estudo in vitro realizado por Prasad et al."”7 mos- 
trou que o zinco aumentou a expressio de RNAm da 
A20, bem como da propria proteina. Essa proteina, em 
conjunto com o fator associado ao receptor de necrose 
tumoral 1 (TRAF1, TNF receptor associated factor 1), re- 
duz a ativação da via de sinalização IKK/NF-kB e, conse- 
quentemente, os marcadores de estresse oxidativo e as 
citocinas inflamatórias nessas células. 

Outra “dedo de zinco” importante é a proteína Spl, 
que atua como fator de transcrição ligando-se direta- 
mente ao DNA por meio de três domínios “dedo de zin- 
co” consecutivos na extremidade carboxi terminal. A 
Spl é altamente expressa em tecidos e se liga a sequén- 
cias de nucleotídeos GC nas regiões promotoras de ge- 
nes. Um local com sequência de nucleotídeos rico em 
GC é encontrado na região promotora dos genes das três 
isoformas da SOD, sugerindo função regulatória co- 
mum da Sp1 na expressão dessas enzimas.””11® 119 

No caso da SOD1, a superexpressão ectópica de Sp1 
aumenta significativamente a atividade basal do promo- 
tor do gene dessa enzima. Além disso, a Sp1 pode ativar 
diretamente a expressão da SOD1 por meio da ligação ao 
DNA e pode também interagir com outras proteínas en- 
volvidas no aumento da expressão da SODI.!2º 2! A Sp1, 
ao se ligar na região promotora proximal do gene da 
SOD3 em humanos, é importante para a transcrição ba- 
sal e dependente de tricostatina A, um composto com 
atividade de inibidor de desacetilase de histonas. Caso 
haja deleção do sítio de ligação da Sp1, esse mecanismo é 
anulado.!” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


O zinco é um elemento traço essencial e desempenha 
papéis fundamentais no metabolismo celular e na estabi- 
lidade do genoma. Atua principalmente por meio de liga- 
ções a diversas proteínas, afetando numerosos processos 
biológicos, que incluem desde a divisão celular até o cres- 
cimento e a diferenciação. Desempenha papel crítico na 
regulação de mecanismos de reparação do DNA, na proli- 
feração celular, na diferenciação e apoptose, envolvendo a 
ação de vários fatores de transcrição e de DNA ou RNA 
polimerases. Dessa forma, a deficiência desse micronu- 
triente pode levar a importantes mutações e aberrações 
cromossômicas, aumentando o risco de doenças crônicas 
não transmissíveis, como câncer. 

Entretanto, os estudos que avaliam a influência da 
ingestão de zinco na modulação da expressão de genes 
relacionados tanto ao seu metabolismo quanto ao de 
proteínas dependentes ainda são escassos. Pouco se sabe 
acerca da sua função molecular em humanos, sendo essa 
uma área promissora para a realização de novos estudos 
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de genômica nutricional visando à melhor compreensão 
do seu papel na promoção da saúde. 
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INTRODUÇÃO 


A essencialidade do selênio para seres humanos foi 
verificada apenas depois de mais de 150 anos de sua 
descoberta, por Berzelius, em 1817, em uma fábrica de 
ácido sulfúrico. No início do século XX, o mineral foi 
considerado tóxico e carcinogênico. Entretanto, pesqui- 
sas subsequentes demonstraram sua presença no sítio 
catalítico da enzima glutationa peroxidase (GPx). A re- 
versão da distrofia muscular após a adição de selênio à 
alimentação de um paciente sob terapia de nutrição 
parenteral de longo prazo, bem como a descoberta da 
doença de Keshan — cardiomiopatia que afeta principal- 
mente mulheres e crianças residentes em áreas da China 
com solos muito pobres em selênio — confirmaram a 
importância desse mineral para a manutenção da saúde 
humana.!* 

O selénio é encontrado na natureza em rochas, mi- 
nerais, combustíveis fósseis e resíduos vulcânicos, o que 
reflete a distribuição diferenciada desse mineral entre os 
diversos tipos de solos. Normalmente, as concentrações 
do mineral encontradas nos solos são bastante variáveis 
— entre 0,01 mg/kg em solos pobres até mais de 1.000 
mg/kg em solos seleníferos. Áreas litorâneas e regiões 
formadas por rochas vulcânicas incandescentes, calcá- 
rias, de carvão e de pirita apresentam solos mais ricos 
em selênio, enquanto solos compostos por rochas com 
quantidades altas de basalto e de granito são pobres nes- 
se mineral. Essas diferenças observadas nas concentra- 
ções de selênio entre tipos de solos com formações geo- 
lógicas distintas refletem na quantidade do mineral que 
será encontrada em alimentos de origem vegetal e, tam- 
bém, em carnes e outros produtos de origem animal, em 
função da pastagem ingerida pelos animais. A biodispo- 
nibilidade do selênio em produtos de origem vegetal 
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também é afetada por fatores como pH, condições re- 
dox, quantidade de matéria orgânica no solo, presença 
de sulfato, atividade microbiana, textura, temperatura e 
compactação do solo, quantidade de chuvas e nível de 
irrigação.» * 56 

A maior parte do selênio nos sistemas biológicos está 
na forma de aminoácidos, principalmente de selenocis- 
teína e de selenometionina. A primeira é conhecida como 
o 21º aminoácido (Sec ou U), é incorporada nas seleno- 
proteínas e contém selênio na forma de selenol (SeH), 
composto que apresenta propriedades químicas distintas 
(largamente ionizado em pH fisiológico e mais reativo) 
daquelas do grupamento tiol da cisteína, o que contribui 
para suas funções catalíticas nas selenoenzimas. Já a sele- 
nometionina apresenta selênio em sua estrutura, o qual 
está ligado covalentemente a dois átomos de carbono, 
característica que o torna menos ativo quimicamente em 
relação ao SeH presente na estrutura da selenocisteína. A 
selenometionina não parece apresentar funções distintas 
em relação ao aminoácido metionina.” 

As formas químicas orgânicas e inorgânicas de selê- 
nio são encontradas tanto em alimentos quanto em 
suplementos alimentares. A selenometionina, a seleno- 
cisteína e a selênio-metilselenocisteína (Se-Met-Sec) re- 
presentam as formas orgânicas. A selenometionina pode 
ser encontrada tanto em alimentos de origem vegetal e 
animal como em suplementos. A selenocisteina aparece 
principalmente em alimentos de origem animal.º As for- 
mas inorgânicas são representadas pelo selenito (SeO,”) 
e selenato (SeO ”), encontradas, principalmente, em su- 
plementos alimentares e, em pequenas proporções, em 
alguns alimentos.” *!º 

O selênio entra na cadeia alimentar por meio de ali- 
mentos de origem vegetal e é incorporado em compostos 
que normalmente contêm enxofre. Assim, o selênio prove- 
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niente de fontes vegetais está na forma de selenometionina | gânicos. Outros fatores que influenciam na biodisponi- 


e, em menor proporção, de selenocisteína e outros análo- bilidade do selênio incluem a quantidade ingerida de 
gos de aminoácidos sulfurados.” É importante, entretanto, proteína e lipídio nas refeições, a presença de metais 
destacar que espécies vegetais apresentam capacidade dis- pesados (principalmente o mercúrio) na alimentação e 
tinta de assimilação e de acumulação de selênio. Essas es- o estado nutricional do indivíduo em relação ao mine- 


pécies podem ser classificadas em: (1) não acumuladoras ral. De forma geral, a absorção do selênio é considerada 
de selênio (<100 mcg Se/g de peso seco), incluindo cereais, elevada, com percentuais que variam entre 70 e 95%. As 


como trigo, aveia, cevada e centeio; (2) acumuladoras se- taxas médias de absorção da selenometionina e do sele- 
cundárias de selênio (até 1.000 mcg Se/g de peso seco), nito são de aproximadamente 84 e 98%, com doses de 
com destaque para os vegetais do gênero Brassica, como 200 mcg, respectivamente.!º 1213 

couve, brócolis e repolho, bem como do gênero Allium, in- Com relação ao metabolismo, o selenito de hidrogê- 


cluindo alho, cebola e alho-poró; e (3) acumuladoras de nio (H Se) é considerado o ponto central na interconver- 
selênio (até 40.000 mcg Se/g de peso seco), representadas são das formas orgânica e inorgânica do selênio. O meta- 
unicamente pela árvore Bertholletia excelsa, que produz a bolismo do selênio está resumido na Figura 15.1. 
castanha-do-brasil.>!! Depois de ser absorvido e convertido a H Se, o selê- 
A biodisponibilidade do selênio depende inteira- nio é transportado para o fígado. Acredita-se que a 
mente de sua forma química e, de maneira geral, os incorporação do selênio alimentar pela glutationa pero- 
compostos orgânicos são mais absorvidos que os inor- xidase extracelular (GPx-3) seja uma via de transporte 
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Figura 15.1 Metabolismo do selênio. Selenometionina, selenocisteína, selenato e selenito são transformados em selenito de hidrogênio (H,Se), por 
meio da ação de enzimas específicas (indicadas por #). Tanto a selenometionina de origem alimentar quanto aquela proveniente do catabolismo 
proteico podem ser convertidas em selenocisteína por uma série de reações enzimáticas. O H,Se poderá ser utilizado na síntese das diversas se- 
lenoproteínas (setas brancas) — 1. Diferentemente, a selénio-metilselenocisteina e os compostos sintéticos de selênio, entre eles a selenobetaina, 
o ácido metilselenínico e o metilselenocianato, são convertidos em metilselenol (CH,SeH) por meio de reação enzimática catalisada pela cistationa 
gama-liase. Esse CH,SeH poderá ser desmetilado e transformar-se em H,Se. O H,Se também pode ser metilado por meio de reações enzimáticas 
catalisadas por tióis-S-metiltransferases, gerando as formas mono (metilselenol), di (dimetilselenito) e trimetiladas (trimetilselenônio) — 2. Quando a 
ingestão alimentar de selênio é adequada, a maior via de excreção é a urinária e o principal composto eliminado é o selenoaçúcar 1-beta-metilse- 
leno-N-acetil-D-galactosamina. Fonte: adaptada de Fairweather-Tait et al.,'* Letavayová et al., Francesconi e Pannier,'º Meuillet et al.” Kobayashi 
et al.!8 


até o fígado, onde este é incorporado à selenoproteína P 
(SePP). É possível que existam também outros meca- 
nismos de transporte do selênio para o fígado. Do fíga- 
do, o selênio é transportado para outros tecidos, princi- 
palmente na forma de SePP (até 60% do conteúdo total 
absorvido). Acredita-se, com base em estudos em 
modelos animais, que a entrada da SePP em tecidos 
ocorra por um processo de endocitose mediada por re- 
ceptores, dentre os quais o receptor 2 de apolipoprotei- 
na E (apoER2) nos testículos e cérebro, e a megalina nos 
rins." 


SELENOPROTEÍNAS E SELENOPROTEOMA 


O selênio exerce seu papel no organismo por meio 
de sua incorporação em selenoproteínas, as quais, por 
sua vez, desempenham funções importantes no meta- 
bolismo da tireoide, na modulação da resposta imune e 
na destoxificação, além de apresentarem papel antioxi- 
dante.” ” 

A incorporação do selênio às proteínas ocorre por 
meio da Sec, reconhecida como o 21º aminoácido e por 
se diferenciar da cisteína pela presença de um átomo de 
selênio no lugar do enxofre.” Entretanto, a utilização do 
selênio requer a formação de selenofosfato, a partir de 
selenito e de ATP, em um processo catalisado pela enzima 
selenofosfato sintetase 2.7! Diferentemente de todos os 
outros aminoácidos, a Sec é diretamente sintetizada no 
seu próprio RNA transportador, denominado RNAt[Ser] 
Sec. Este faz a leitura do códon UGA para integração da 
Sec na sequência de aminoácidos que formarão as sele- 
noproteínas. Entretanto, o códon UGA usualmente sina- 
liza o fim da tradução e, para que haja a sua recodificação 
para um códon sense, tem-se a presença de uma estrutura 
denominada sequência de inserção da Sec (SECIS), loca- 
lizada na região 3 UTR (untranslated region — região não 
traduzida de um RNAm). O elemento SECIS é composto 
por dois componentes principais, um fator de elongação 
denominado fator de elongação eucariótico específico de 
Sec (eEFSec) e a proteína de ligação de SECIS 2 (SBP2). 
O eEFSec é responsável pelo recrutamento do RNAt[Ser] 
Sec e, juntamente com a SBP2, facilita a incorporação de 
Sec na cadeia proteica a ser formada. Já a SBP2 contém 
dois domínios que permitem ligação de alta afinidade e 
especificidade com os outros elementos de SECIS. Pro- 
teínas ligadoras de SECIS adicionais já foram identifica- 
das, como a proteína ribossômica L30, que compõe a 
maquinaria basal de inserção de Sec; o fator de iniciação 
de tradução eucariótica 4a3 (eIF4a3) e a nucleolina, que 
juntos atuam como reguladores da síntese de selenopro- 
teínas e podem contribuir com a hierarquia da expressão 
destas?»2 (Figura 15.2). 
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Figura 15.2 Síntese de selenoproteinas. O elemento SECIS (sequén- 
cia de inserção da selenocisteína) na região 3'UTR do RNAm recruta 
a SBP2 (proteína de ligação de SECIS 2), a qual recruta o EFSec (fa- 
tor de elongação eucariótico específico de selenocisteina) e o tR- 
NASec. O complexo interage no ribossomo para decodificar o códon 
UGA (stop codon) como Sec (selenocisteína). Fatores que podem 
influenciar a eficiência da inserção da Sec incluem a L30 (proteína 
ribossomal L30), o elF4a3 (fator de iniciação de tradução eucariótica 
4a3) e a nucleolina. AUG: códon para metionina. Fonte: adaptada de 
Labunskyy et al.” 


O selenoproteoma é composto por 25 genes, e cerca 
da metade das proteínas codificadas por eles já é conhe- 
cida. A família das GPx é composta por cinco enzimas 
com capacidade antioxidante relacionada à redução de 
peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos orgânicos e fos- 
folipídio hidroperóxido (somente a GPx-4). Essas enzi- 
mas apresentam expressão tecido-específica, sendo que a 
GPx-1 é encontrada no citosol de todas as células e apre- 
senta expressão mais elevada em tecidos com alta produ- 
ção de peróxidos, como rins, fígado e eritrócitos; a GPx-2 
é encontrada principalmente em órgãos do sistema di- 
gestório; a GPx-3 é encontrada predominantemente nos 
rins; e a GPx-4 é encontrada principalmente nos testícu- 
los, nos espermatozoides, no coração, no fígado, nos rins 
e no cérebro, nas isoformas mitocondrial, citosólica e 
nuclear. Diferentemente das outras GPx, a GPx-4 é capaz 
de reduzir diretamente hidroperóxidos formados a partir 
de fosfolipídios e colesterol. A GPx-6 foi identificada no 
epitélio olfatório e em tecidos embrionários.”?” 

A família das tiorredoxina redutases (TrxR) é carac- 
terizada por três isoformas expressas no citosol ou nú- 
cleo (TrxR-1), nas mitocôndrias (TrxR-2) e nos testículos 
(TrxR-3). Essas enzimas catalisam a redução de tiorredo- 
xina ou outras proteínas com a utilização de NADPH e, 
assim, compõem o maior sistema redox celular de orga- 
nismos vivos.!> !t 

A SePP é o principal transportador de selênio, sen- 
do responsável por até 60% do total desse mineral no 
soro. Tal função deve-se à presença de dez resíduos de 
Sec em sua estrutura, dos quais um se localiza no domí- 
nio N-terminal e nove encontram-se no resíduo C-ter- 


2 


minal. A SePP também é conhecida por seu papel 
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antioxidante, uma vez que inibe a oxidação de lipopro- 
teínas de baixa densidade (LDL) e é capaz de reduzir 
hidroperóxidos com a doação de elétrons a partir da 
glutationa ou da tiorredoxina.!* 2230 

As iodotironinas deiodinases constituem outra famí- 
lia de selenoproteínas essencial para o metabolismo da 
tireoide. As isoformas I e II ativam o hormônio tireoidia- 
no T,, realizando uma deiodinação na posição 5’ em sua 
estrutura, enquanto as deiodinases I e III participam da 
etapa de inativação desse hormônio pela deiodinação na 
posição 5." 

A selenofosfato sintetase 2 catalisa a síntese de sele- 
nofosfato, elemento chave que se une a um resíduo de 
serina, formando uma Sec para posterior incorporação 
às selenoproteínas.” A metionina-R-sulfóxido redutase 
1, também conhecida como selenoproteina R, catalisa a 
redução de resíduos de metionina oxidados, contri- 
buindo assim para o reparo de proteínas oxidadas e 
atuando como parte do sistema redox. Essa selenoenzi- 
ma também carrega um átomo de zinco ligado a quatro 
resíduos de cisteína e parece exercer papel estrutural.” 

As selenoproteínas M (SeM) e 15 (Se15) caracteri- 
zam-se por serem oxidorredutases tiol-dissulfido. A Se15 
forma um complexo com UDP-glicose:glicoproteína gli- 
cosiltransferase (UGGT), que auxilia o dobramento de 
glicoproteínas. Além disso, essa selenoproteína parece 
catalisar a isomerização ou a redução de pontes dissulfi- 
do.** Embora a SeM compartilhe 31% da sequência da 
Se15, essa selenoproteina ainda não tem sua função eluci- 
dada.” 

As selenoproteínas S (SeS) e K (SeK) apresentam do- 
mínio transmembrânico e, embora suas funções ainda 
não estejam bem descritas, acredita-se que as duas apre- 
sentem características semelhantes no que diz respeito à 
estrutura, à capacidade de ligação a proteínas e à partici- 
pação em processos envolvidos na regulação do estresse 
do retículo endoplasmático.”»** Outras selenoproteinas 
já identificadas ainda não têm suas funções específicas 
reconhecidas, incluindo as H, I, O, T, V e W. 


NUTRIGENÉTICA E SELÊNIO 


A expressão e a atividade de selenoproteínas, bem co- 
mo a biodisponibilidade de selênio, podem ser influen- 
ciadas por variações genéticas não somente nos genes 
que codificam as selenoproteínas, mas também por alte- 
rações em regiões do DNA relacionadas à maquinaria de 
incorporação de selênio nas selenoproteínas, como o ge- 
ne que codifica a SBP2 ou o gene do eF-Sec, bem como 
em genes envolvidos com o transporte e distribuição te- 
cidual de selênio, como é o caso daquele que codifica a 
SePP. Além disso, as variações genéticas que ocorrem nas 


regiões 3 UTR são de extrema importância, uma vez que 
a incorporação de Sec ocorre nessa região.» 

Existem algumas mutações raras que resultam em 
doenças genéticas graves relacionadas ao selênio, como é 
o caso de mutações no gene da selenoproteína N, as 
quais causam distrofia muscular congênita. Mutações 
no gene que codifica a SBP2 estão relacionadas a uma 
alteração caracterizada por função prejudicada da glân- 
dula tireoide e também a outra síndrome caracterizada 
por falha na espermatogênese, distrofia muscular, sensi- 
bilidade aumentada à radiação ultravioleta, estresse oxi- 
dativo elevado e expressão reduzida de todas as seleno- 
proteínas.”>*7% 

Especificamente em relação aos polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP), existem diversas descrições em 
genes relacionados ao metabolismo do selênio. Grande 
número de evidências dá suporte à alegação de que poli- 
morfismos em genes que codificam as GPx, cuja princi- 
pal característica é a capacidade antioxidante, são funcio- 
nais, afetando a atividade dessas enzimas. Um SNP 
bastante estudado é o Prol98Leu no gene da GPx-1 (rs 
1050450), o qual foi detectado em 1999 em indivíduos 
suecos e finlandeses. Esse SNP refere-se a uma troca de 
citosina por timina na posição 593 do éxon 2, que resulta 
na substituição de uma prolina por uma leucina no có- 
don 198.*?*° Foi determinada a atividade eritrocitária da 
GPx em todos os pacientes analisados e não foram en- 
contradas diferenças em função dos genótipos, sugerin- 
do alta estabilidade da enzima variante.” Entretanto, 
Ravn-Haren et al.“ analisaram a relação entre a presença 
desse polimorfismo e a atividade eritrocitária da GPx em 
mulheres dinamarquesas com e sem diagnóstico de cân- 
cer de mama e verificaram redução de 5% na atividade 
da enzima para cada cópia do alelo variante. Clones de 
células de câncer de mama que expressavam exclusiva- 
mente o alelo selvagem ou o variante foram construídos 
para avaliar a diferença de resposta à suplementação de 
selênio entre os genótipos. Aqueles que carreavam o alelo 
variante apresentaram menor estímulo da atividade da 
GPx-1 durante a suplementação de selênio.“ * 

Indivíduos residentes em áreas deficientes em selênio 
na China com pelo menos um alelo variante em relação 
ao SNP Prol98Leu apresentaram risco 123% maior de 
desenvolver a doença de Keshan em comparação aos ho- 
mozigotos selvagens. Além disso, a frequência de alelos 
variantes foi maior nos pacientes residentes nas áreas en- 
dêmicas do que em controles não residentes em tais 
áreas, e foi também inversamente relacionada à concen- 
tração sanguínea de selênio. Em comparação aos indiví- 
duos homozigotos selvagens, aqueles que carreavam um 
ou dois alelos variantes também apresentaram atividade 
da GPx-1 e concentração de selênio significativamente 


inferiores. Ainda, a atividade da GPx-1 e a responsivida- 
de à suplementação (doses entre 0,03 e 0,12 ug/mL) de 
selênio (como selenito de sódio) foram significativamen- 
te maiores em cardiomiócitos de ratos recém-nascidos 
transfectados com o alelo selvagem.” 

Ainda com relação ao SNP Prol98Leu, em um estu- 
do brasileiro, realizado com 37 mulheres com obesidade 
grau III (indice de massa corporal, IMC = 40 kg/m?), não 
foram observadas diferenças significativas na concentra- 
ção sanguínea de selênio e na atividade eritrocitária total 
da GPx entre os diferentes genótipos, mesmo após a in- 
gestão de uma castanha-do-brasil (cerca de 290 ug de se- 
lênio) ao dia durante oito semanas. Entretanto, as parti- 
cipantes que carreavam pelo menos um alelo variante 
apresentaram atividade eritrocitária da GPx 16,4 e 15,5% 
menor que as homozigotas selvagens nas fases pré e 
pós-suplementação, respectivamente. Ainda, mulheres 
que carreavam um ou dois alelos variantes apresentaram 
danos em DNA significativamente maiores em relação às 
homozigotas selvagens, e apenas estas últimas apresenta- 
ram redução dos danos após a suplementação de casta- 
nha-do-brasil. Nas participantes que carreavam dois 
alelos variantes, os danos em DNA se correlacionaram 
negativamente com a atividade da GPx na fase pós-suple- 
mentação, o que não ocorreu naquelas heterozigotas e 
homozigotas selvagens.“ 

Diferenças significativas na concentração plasmática 
de selênio e na atividade da GPx-1 entre os genótipos re- 
lacionados ao SNP Prol98Leu também não foram en- 
contradas em indivíduos poloneses saudáveis. Entretan- 
to, a atividade da GPx-1 se correlacionou positivamente 
com a concentração plasmática de selênio apenas nos 
indivíduos carreadores do alelo selvagem, indicando im- 
portância funcional do polimorfismo quanto ao direcio- 
namento de selênio para a síntese de selenoproteínas.“ 

Estudos têm demonstrado que a presença do alelo 
variante em relação ao SNP Prol98Leu, além de estar 
relacionada a diferenças na atividade enzimática, predis- 
põe os indivíduos a algumas doenças específicas, como 
alguns tipos de câncer, síndrome metabólica e doença de 
Keshan.** * * Nas populações indiana e chinesa, por 
exemplo, uma metanálise com mais de 50 mil pacientes e 
12 variantes genéticas verificou que o SNP Pro198Leu foi 
significativamente associado com maior risco de desen- 
volvimento de doença arterial coronariana. 

Com relação à GPx-3, foram identificados oito SNP 
na região promotora do gene (—942 A5C; —927 T5C; 

861 AT; —568 T—C; —518 T—C; —302 AST; —284 
T—A; e —65 TC), agrupados em dois haplótipos prin- 
cipais (H1 e H2). Demonstrou-se que o haplótipo H2 
reduz a atividade transcricional do gene, comprometen- 
do sua expressão e as atividades antioxidante e antitrom- 
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bótica relacionadas à enzima. Esse haplótipo foi também 
independentemente associado a risco elevado de aciden- 
te vascular encefálico isquêmico em adultos jovens e 
crianças brasileiras, bem como de trombose venosa cere- 
bral em homens e mulheres de mesma nacionalidade.“ 

Na região 3’UTR do gene da GPx-4, especificamente 
na posição 718, ocorre a substituição de uma timina por 
uma citosina (T=>C) (rs713041). Evidências sugerem 
que esse SNP tenha consequências funcionais e esteja re- 
lacionado a alterações no padrão de expressão de outras 
selenoproteínas, como a GPx-1, e possivelmente com al- 
terações da resposta inflamatória e no risco de câncer.” 
No estudo Selgen demonstrou-se que esse SNP apresenta 
consequências funcionais especialmente importantes 
quando a ingestão alimentar de selênio é marginal. Indi- 
víduos homozigotos para a variante apresentaram me- 
lhor manutenção da atividade da GPx-4 e da concentra- 
ção da enzima em linfócitos em relação aos homozigotos 
selvagens após duas, quatro e seis semanas de suplemen- 
tação de selenito de sódio (100 mcg/dia). Especulou-se 
acerca do papel dos hormônios esteroides na regulação 
pós-transcricional das selenoproteínas, uma vez que os 
efeitos foram dependentes do sexo — observados apenas 
em mulheres. A atividade de outras selenoproteínas tam- 
bém foi afetada pela presença do polimorfismo, como foi 
o caso da GPx-3 e da TrxR-1, que apresentaram atividade 
aumentada nos indivíduos CC em comparação aos TT 
após a suplementação. 

Polimorfismos no gene da SePP podem alterar a dis- 
tribuição de selênio para o cérebro, a próstata, os testícu- 
los e o cólon, afetando a biodisponibilidade do mineral 
nesses órgãos. Já se demonstrou que dois polimorfismos 
no gene da SePP1 — uma substituição G>A na posição 
25191 da região 3 UTR (1s7579) e o SNP Ala234Thr 
(rs3877899) — afetam o metabolismo de selênio, influen- 
ciando o padrão das isoformas plasmáticas da SePP e as 
atividades de várias selenoproteínas em linfócitos, eri- 
trócitos e plasma em resposta à suplementação com o 
mineral. 

Polimorfismos com impacto funcional na atividade 
enzimática das deiodinases têm sido detectados. Com re- 
lação à deiodinase tipo I, três SNP são conhecidos como 
candidatos potencialmente associados com processos fi- 
siológicos e patológicos em humanos — o rs2235544, loca- 
lizado em um intron; o C785T (rs11206244) e o A1814G 
(rs12095080), localizados na região 3, UTR do RNAm. Os 
SNP Gly3Asp (rs12885300) e Thr92Ala (rs225014) nos 
éxons 1 e 2 do gene da deiodinase tipo II têm sido estuda- 
dos, ainda com resultados conflitantes. Até o momento, 
as implicações de variações genéticas relacionadas à deio- 
dinase tipo III são escassas. Possíveis efeitos dessas varia- 
ções na atividade da enzima podem ser afetados por pro- 
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cessos epigenéticos, uma vez que o gene está localizado 
em uma região cromossômica de imprinting genético. De 
forma geral, os polimorfismos no gene da deiodinase 
tipo I são fortemente relacionados com as concentrações 
séricas de hormônios tireoidianos, com a produção de 
fator de crescimento semelhante à insulina 1 (IGF-1) e 
com risco de desenvolvimento de depressão. As variações 
genéticas da deiodinase tipo II também têm sido correla- 
cionadas com concentrações de hormônios da tireoide, 
resistência à ação da insulina, transtorno bipolar e 
bem-estar psicológico, retardo mental (em áreas defi- 
cientes em iodo), hipertensão arterial e risco para os- 
teoartrite. Por outro lado, SNP no gene da deiodinase 
tipo III não foram relacionados com variações interindi- 
viduais nas concentrações séricas de hormônios tireoi- 
dianos, apenas com risco aumentado para osteoartrite. 
Há, entretanto, necessidade de determinar as interações 
entre as deficiências de iodo e/ou selênio e as variações 
genéticas dessas deiodinases sobre os efeitos na relação 
satide/doenga.™ 

Variações genéticas em outras selenoproteinas tam- 
bém têm sido descritas, como é o caso da selenoproteína 
S. Dentre os SNP avaliados, o —105 G>A (rs28665122) na 
região promotora do gene foi associado com o aumento 
da liberação de citocinas pró-inflamatórias (interleuci- 
nas — IL — 6 e Ibeta e fator de necrose tumoral alfa — 
TNF-alfa) em indivíduos americanos e mexicanos e a 
presença do alelo variante reduziu significativamente a 
expressão da proteína em células HepG2 após a exposi- 
ção do retículo endoplasmático a agentes estressores.* 
Esse SNP também foi significativamente associado a 
maior risco de câncer colorretal em mulheres coreanas e 
em pacientes da República Tcheca. 57 


NUTRIGENÔMICA E SELENIO 


A oferta de selênio modula a expressão das diferentes 
selenoproteínas, uma vez que há hierarquia na resposta à 
ingestão do mineral. Assim, observa-se que algumas sele- 
noproteínas respondem rapidamente à deficiência de se- 
lênio com diminuição da sua atividade, enquanto outras 
se mantêm estáveis sob deficiência moderada e apenas 
apresentam redução de atividade mediante depleção pro- 
longada e notavel.** Nesse sentido, a deiodinase 1 encon- 
tra-se no topo da hierarquia por ser a selenoproteína me- 
nos vulnerável à deficiência de selênio. Dentro da família 
das GPx, verifica-se prioridade de incorporação de selê- 
nio para as GPx-2 e 4 em relação às GPx-1 e 3, enquanto 
a SePP encontra-se em posição intermediária.” ® Do 
mesmo modo, ocorre hierarquia quanto aos órgãos e te- 
cidos em relação ao status de selênio. Nesse sentido, o 
cérebro é o último órgão a ser depletado em casos de 


deficiência de selênio e, na repleção, é o primeiro a rees- 
tabelecer as concentrações adequadas, o que revela a im- 
portância do mineral no funcionamento cerebral.º»*? 

Uma provável interpretação para essa hierarquia en- 
tre as selenoproteínas sugere que elas são classificadas 
conforme a importância do seu desempenho para o or- 
ganismo, e alguns mecanismos pelos quais o selênio ali- 
mentar afeta a síntese de selenoproteínas são propostos. 
Inicialmente, algumas selenoproteínas, como a GPx-1, 
são alvo do mecanismo de decaimento do RNAm (NMD, 
nonsense-mediated mRNA decay), em que, sob condições 
limitadas de selênio, o códon UGA é reconhecido prema- 
turamente como códon de terminação, resultando em 
degradação do RNA. Também a diferença de comprimen- 
to da região 3° UTR e do número de nucleotídeos entre o 
códon UGA e o elemento SECIS parecem influenciar sig- 
nificativamente a capacidade de diferentes componentes 
de se ligarem às proteínas necessárias para a formação da 
SECIS. Outra possível explicação é a capacidade de meti- 
lação do Um34 — grupo de ribose metilada na uridina 
localizada na posição 34 do RNAt[Ser]Sec —, etapa da 
maturação do RNAt[Ser]Sec que pode ser alterada em 
decorrência de algumas mutações. Sugere-se que haja 
duas isoformas de Um34: a primeira, denominada 5-me- 
toxicarbonilmetil-2’-O-metiluridina (mcm*Um), é mo- 
bilizada para a expressão de selenoproteínas relacionadas 
ao estresse oxidativo, como as GPx, enquanto a isoforma 
5-metoxicarbonilmetil-uridina (mcm*U) parece não es- 
tar relacionada à expressão de selenoproteínas especifi- 
cas. Assim, acredita-se que a utilização distinta dessas 
duas isoformas contribui para a regulação da síntese de 
selenoproteínas.>»* 

Yan et al.“ avaliaram o perfil de expressão de seleno- 
proteínas em condroblastos e condrócitos de camundon- 
gos e de seres humanos em função do tratamento com 
diferentes concentrações de selênio. Quando submetidas a 
baixas concentrações do mineral, as células animais apre- 
sentaram redução significativa de RNAm das selenopro- 
teínas W, H, I e GPx-1. Além dessas, a expressão de TrxR-1, 
TrxR-2, SeM, SeT e SeN foi reduzida cerca de 80% em re- 
lação ao padrão. Em contrapartida, a expressão da seleno- 
fosfato sintase 2 e das selenoproteinas O, R e S foi positiva- 
mente regulada. Já as células humanas, quando tratadas 
com concentrações adequadas de selênio, apresentaram 
aumento na expressão de GPx-1, GPx-3 e das selenopro- 
teínas H, N, S, P e W, enquanto a expressão de selenofosfa- 
to sintase 2 e da SeO foi aumentada. Em contraste, os ni- 
veis de RNAm de GPx-2, GPx-4, deiodinases II e III, 
TrxR-1, TrxR-2, TrxR-3, Se15, Sel, SeK, SeM, SeR, Ses, SeV 
e SeT não foram afetados pela concentração de selênio. 

A suplementação com 100 mcg de selenito de sódio, 
durante seis meses, em adultos alterou o padrão de 


expressão de selenoproteínas em linfócitos de sangue pe- 
riférico. Nesse estudo, os autores observaram que a 
expressão da Se15 e da SeK aumentou significativamente, 
sugerindo que essas selenoproteínas são bastante sensíveis 
ao suprimento de selênio.” Por outro lado, em estudo 
com animais que receberam ração deficiente em selênio, 
a análise da mucosa do cólon permitiu verificar que as 
selenoproteínas mais afetadas negativamente foram 
GPx-1, SeH, SeW e SeM, enquanto nos leucócitos, além 
dessas, a Sel5 também teve sua expressão significativa- 
mente reduzida. ” 

Estudos que avaliaram o impacto de selénio prove- 
niente de fontes alimentares sobre a expressão gênica são 
escassos. Entretanto, Cardoso et al.º avaliaram os efeitos 
do polimorfismo Pro198Leu no gene da GPx-1, e dos po- 
limorfismos Ala234Thr e rs7579 no gene da SePP, sobre a 
resposta à ingestão de castanha-do-brasil em idosos com 
comprometimento cognitivo leve. Nesse estudo, os vinte 
participantes receberam, diariamente, uma casta- 
nha-do-brasil, que continha aproximadamente 290 mcg 
de selênio. Após os 6 meses de intervenção, observou-se 
que as variações genéticas não exerceram influência nas 
modificações das concentrações de selênio plasmático e 
eritrocitário, bem como de malondialdeído. Porém, com 
relação à atividade eritrocitária da GPx, apenas aqueles 
indivíduos com genótipo variante em relação ao SNP 
rs7579 e com genótipo selvagem referente ao SNP 
Ala234Thr não apresentaram aumento significativo. O 
padrão de expressão da GPx-1 e da SePP também foi dife- 
rente entre os genótipos: indivíduos que carreavam o alelo 
variante do SNP Pro198Leu foram mais responsivos à in- 
gestão de castanha-do-brasil quanto ao aumento da ex- 
pressão de GPx-1 e SEPP em células do sangue (leucócitos 
totais). Também observou-se que a presença do alelo va- 
riante em relação ao SNP rs7579 e do genótipo selvagem 
do SNP Ala234Thr foi associada com redução da expres- 
são gênica de GPx-1 e aumento da expressão de SEPP após 
a intervenção. Embora esse tenha sido um estudo com 
pequeno número de indivíduos, demonstrou a importân- 
cia da avaliação da influência de componentes da alimen- 
tação na modulação da expressão de genes importantes 
para o metabolismo de selênio. 

O selênio proveniente da alimentação é capaz de alte- 
rar também a expressão de outros genes além daqueles 
que codificam selenoproteínas, denominados alvos down- 
stream.! Desse modo, reconhece-se que o mineral tem 
efeito sistêmico, impactando em múltiplos mecanismos 
que podem também ser modulados conforme a oferta de 
outros micronutrientes.” 

Nesse sentido, Reszka et al.” observaram que a baixa 
ingestão de selênio, identificada pela baixa concentração 
plasmática desse mineral, em indivíduos saudáveis polo- 
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neses foi associada à expressão aumentada de vários ge- 
nes regulados pelo fator de transcrição Nrf-2, especial- 
mente GSTP1, PRDXI e SOD2 em linfócitos do sangue 
periférico. Tais genes codificam enzimas que participam 
ativamente do sistema antioxidante, convertendo o ânion 
superóxido ou reduzindo os peróxidos de hidrogênio. 

A oferta de selênio também parece modular a expres- 
são de células do sistema imune. Em camundongos defi- 
cientes em selênio, a resposta do tipo T helper 2 (Th2) foi 
reduzida quando comparada àquela observada nos ani- 
mais com ingestão adequada de selênio. A recuperação 
do status de selênio nesses animais associou-se com me- 
nor vulnerabilidade à infecção por parasita em decorrên- 
cia da maior expressão de genes associados à resposta 
Th2 no intestino.” Já em ovelhas, quando suplementadas 
com selênio orgânico, verificou-se aumento do RNAm 
da L-selectina, do receptor de interleucina 8 (IL8) e do 
receptor do tipo toll 4 (TLR4), proteínas envolvidas na 
resposta imune inata.” 

O selênio é capaz de modular também genes relacio- 
nados à síntese celular, como aqueles que codificam o 
eiF4e, a quinase p70S6, algumas proteínas ribossômicas e 
proteínas associadas: à sinalização da proteína alvo da ra- 
pamicina em mamíferos (mTOR); à inflamação, como os 
que codificam o T'NF-alfa e o fator nuclear kappa B 
(NF-kB); à regulação do ciclo celular (sinalização Wnt); e 
à degradação de proteínas pelo proteassoma.” 

Estudos que buscam avaliar a biodisponibilidade 
das diversas formas de selênio ganharam nova perspec- 
tiva com o estudo de Barger et al.,”* que utilizou técni- 
cas de nutrigenômica para avaliar os efeitos da suple- 
mentação de selenometionina, de selenito de sódio e de 
selênio derivado de levedura em animais depletados. Os 
pesquisadores verificaram que, embora as três fontes 
de selênio tenham recuperado a deficiência instalada de 
maneira semelhante, impactaram de forma distinta na 
regulação da expressão de diferentes genes, alterando 
determinadas funções celulares. No músculo gastrocnê- 
mio, a expressão da classe de genes relacionados à mem- 
brana interna mitocondrial foi regulada positivamente 
pelas três formas de selênio. O selênio derivado de leve- 
dura causou regulação negativa da expressão desses ge- 
nes no córtex cerebral, assim como a selenometionina. 
Do mesmo modo, em nível intestinal, o selênio de leve- 
dura e o selenito de sódio também promoveram regu- 
lação negativa da expressão dessa classe de genes. Já a 
selenometionina promoveu regulação positiva da ex- 
pressão desses genes no fígado e no intestino. Com rela- 
ção às selenoproteínas, as três formas de selênio modu- 
laram, de maneira robusta e consistente, a expressão de 
uma categoria funcional de genes chamada selenium 
binding, definida como uma classe que interage seleti- 
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vamente e de forma não covalente com o selênio. A ex- 
pressão hepática de dois genes pertencentes a essa clas- 
se, o da GPx-1 e o da TrxR-2, aumentou cerca de 5 e 2 
vezes, respectivamente, em nível intestinal, muscular e 
hepático. A atividade hepática total da GPx também se 
elevou em cerca de 5 vezes após a ingestão das três dife- 
rentes formas químicas de selênio. Já a atividade hepática 
da TrxR aumentou cerca de 3 vezes após a ingestão da 
dieta que continha selenometionina e em níveis interme- 
diários após a ingestão de selenito de sódio e de selênio 
de levedura. Além disso, o selênio derivado de levedura 
foi a forma que melhor se associou ao padrão de expres- 
são gênica relacionado com menores danos ao DNA. Esse 
trabalho mostra que as diferentes fontes de selênio po- 
dem gerar impactos distintos em diversos genes, contri- 
buindo para respostas sistêmicas conflitantes. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Até o momento, diversos estudos têm evidenciado a 
funcionalidade de SNP em genes de selenoproteínas. En- 
tretanto, a pesquisa das interações entre variações genéti- 
cas e o metabolismo do selênio tem sido limitada a SNP 
individuais e à avaliação de determinados parâmetros fi- 
siológicos. Dessa forma, a compreensão dos efeitos da 
associação de vários polimorfismos no metabolismo do 
mineral e na relação saúde/doença é bastante limitada. 
Do mesmo modo, estudos que elucidem os efeitos da in- 
gestão de selênio sobre a modulação da expressão de di- 
ferentes genes são escassos e ainda não conseguem escla- 
recer todos os mecanismos envolvidos na hierarquia do 
selênio, bem como a influência desse mineral sobre ou- 
tras vias metabólicas. 

É de extrema importância, portanto, que se realizem 
estudos mais abrangentes, considerando possíveis fatores 
de interferência como etnia, sexo, IMC, estilo de vida e 
fatores relacionados à alimentação, na determinação da 
influência dos fatores genéticos sobre o metabolismo do 
selênio e das vias a que ele está associado.”! 
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INTRODUÇÃO 


O ferro é o quarto elemento mais abundante na cros- 
ta terrestre (em ordem de abundância: O > Si > Al > Fe) 
e é necessário para reações bioquímicas indispensáveis à 
vida de todos os seres vivos. A propriedade de doar e re- 
ceber elétrons facilmente permite sua atuação em grande 
número de reações de oxirredução. Assim, dependem do 
ferro a obtenção de energia celular, por meio de reações 
do ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa mitocon- 
drial, bem como as reações de ligação e de transporte de 
oxigênio.! 

A síntese e o reparo do ácido desoxirribonucleico 
(DNA) são processos que também dependem da adequa- 
ção do status celular de ferro, uma vez que este é cofator 
enzimático das ribonucleotídeo redutases e das DNA po- 
limerases. A deficiência de ferro no organismo é associa- 
da a danos cromossômicos que, em parte, decorrem da 
atividade subótima dessas enzimas.? Em contrapartida, 
mutagênese e desregulação do ciclo celular resultam de 
excesso de ferro livre, o que aumenta o estresse oxidativo, 
com produção de espécies reativas de oxigênio e de nitro- 
gênio via reações de Fenton e Haber-Weiss (conversão de 
peróxido de hidrogênio aos radicais livres). 

Por outro lado, na deficiência do mineral, muitas pe- 
roxidases antioxidantes (como a catalase), que são depen- 
dentes de ferro, têm sua atividade diminuída. Assim, por 
exemplo, em pacientes com anemia por deficiência de fer- 
ro, observou-se aumento do estresse oxidativo, redução 
da capacidade antioxidante e instabilidade genômica. 

O conteúdo de ferro corporal deve ser mantido den- 
tro de limites bem definidos, a fim de evitar condições 
associadas com a deficiência ou com a sobrecarga do 
mineral. As duas principais doenças relacionadas com a 
homeostase do mineral são a anemia por deficiência de 
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ferro, que afeta mais de 2 bilhões de pessoas no mundo, 
e a hemocromatose hereditária, doença genética asso- 
ciada ao acúmulo clinicamente importante de ferro 
corporal.>º Se, por um lado, a principal causa da defi- 
ciência de ferro no mundo é, há anos, reconhecida co- 
mo a inadequação da ingestão alimentar do mineral, 
por outro lado, as bases moleculares da sobrecarga de 
ferro estão sendo esclarecidas recentemente. Um dos 
maiores avanços nesse sentido foi a descoberta da hep- 
cidina, principal hormônio regulador da homeostase 
do ferro em mamíferos.” 

Neste capítulo, será abordada a modulação da ex- 
pressão gênica pelo ferro. Desequilíbrios na homeostase 
desse mineral têm sido associados a várias doenças crôni- 
cas multifatoriais (doenças neurodegenerativas, cardio- 
vasculares, câncer, entre outras). O entendimento das 
bases moleculares do seu metabolismo pode contribuir 
para a identificação dos determinantes das diferenças in- 
terindividuais em relação à resposta ao ferro da alimenta- 
ção, bem como para o risco de desenvolvimento de diver- 
sos tipos de doenças que incluem, mas não de forma 
exclusiva, a anemia e a hemocromatose hereditária. 


ASPECTOS BIOQUÍMICOS E FISIOLÓGICOS 


Em geral, a homeostase dos minerais é regulada pela 
excreção urinária e fecal. Entretanto, o ferro é o único 
oligoelemento cujos excessos não são removidos pelo or- 
ganismo. Por esse motivo, mecanismos regulatórios da 
homeostase desse mineral são centrados na absorção in- 
testinal.” 

Em condições normais, ocorre maior eficiência de 
absorção à medida que o ferro corporal é depletado e/ou 
as necessidades para a eritropoese são aumentadas, como 
acontece, por exemplo, durante o crescimento corporal e 
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a gestação ou após perdas de grandes volumes de sangue. 
Por outro lado, em resposta à expansão das reservas cor- 
porais de ferro, espera-se redução da absorção do con- 
teúdo proveniente da alimentação. Com essa estratégia, o 
organismo garante o suprimento do mineral enquanto se 
protege dos seus excessos, altamente tóxicos e que provo- 
cam dano oxidativo em células e órgãos." 


Absorção intestinal e utilização de ferro 


O ferro na alimentação está presente como ferro he- 
me (encontrado exclusivamente em tecidos animais) e 
não heme (predominantemente presente em alimentos 
de origem vegetal), formas que são absorvidas por meca- 
nismos independentes no duodeno e na parte superior 
do jejuno.” 

O heme é removido da hemoglobina e da mioglobi- 
na no lúmen intestinal e é captado intacto pelos enteró- 
citos por transporte ativo, ligado a seu transportador, a 
proteína carreadora de heme (HCP-1, heme carrier pro- 
tein). Em seguida, o ferro é liberado no ambiente intrace- 
lular pela ação da enzima heme oxigenase 1 (Hox1).!º 

O ferro não heme é predominante na alimentação co- 
mo Fe**, pouco biodisponivel, uma vez que hidróxidos de 
Fe** têm menor solubilidade e precipitam com o aumento 
do pH que ocorre no duodeno durante o processo diges- 
tivo. Assim, o Fe** precisa ser reduzido a Fe? para ser in- 
ternalizado pelos enterócitos duodenais. A proteína res- 
ponsável pela internalização do ferro nessas células é o 
transportador de metal divalente (DMT-1, divalent metal 
transporter 1), ao passo que o citocromo b duodenal 
(DcytB, duodenal cytochrome B) foi identificado como re- 
dutase férrica intestinal.” Aliado a esse fato, o DcytB apre- 
senta um local de ligação ao ácido ascórbico, o qual é um 
potencial doador de elétrons na redução do Fe” a Fe”. 

O ferro não heme da alimentação também pode ter 
sua biodisponibilidade aumentada pela ação de agentes 
redutores, como o ácido ascórbico e peptídeos contendo 
resíduos de cisteína e histidina (produtos de digestão de 
carnes). O pH relativamente baixo do lúmen duodenal, 
juntamente com o microambiente ácido da superfície 
apical dos enterócitos, estabiliza o Fe como Fe** e promo- 
ve a internalização deste no enterócito via DMT-1. Em 
contrapartida, componentes alimentares, como o ácido 
fítico (cujas principais fontes são cereais, raízes e tubér- 
culos) e polifenóis (encontrados principalmente no café 
e chá), promovem a produção de complexos insolúveis 
de ferro, o que reduz sua biodisponibilidade.!é 

O ferro não heme, juntamente com o liberado do he- 
me, compõe um único pool nos enterócitos, onde o ferro 
pode ser armazenado como ferritina ou ser exportado 
para o plasma, via canal designado ferroportina (Fpn) — 


também conhecida como iron regulated transporter 1 
(IREG1), metal transporter protein 1 (MTP1) ou solu- 
te-linked carrier family 40 (iron-regulated transporter) 
member I (SLC40A1). Essa proteína é a única, até o mo- 
mento, identificada como responsável pelo efluxo celular 
de ferro. Humanos e camundongos carreadores de muta- 
ções que promovem a perda de função desse gene apre- 
sentam acúmulo de ferro no baço e no fígado, porém 
concentrações reduzidas do mineral no soro, o que evi- 
dencia a função da Fpn.º 

Ao deixar a célula, o Fe’* é reoxidado (Fe**) pela he- 
faestina, uma ferroxidase cobre-dependente que é ex- 
pressa na membrana basolateral dos enterócitos. A he- 
faestina interage com a Fpn, promovendo a oxidação do 
ferro, possibilitando, assim, sua ligação à transferrina 
(Tf), a proteína transportadora do mineral no plasma! 
(Figura 16.1). 
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Figura 16.1 Captação do ferro alimentar por enterócitos duodenais. 
DcytB: citocromo b duodenal; DMT-1: transportador de metal divalente 
1; HCP-1: proteína carreadora do Heme; Hox1: heme-oxigenase 1; LIP: 
pool de ferro lábil (do inglés, Labile Iron Pool; Tf: transferrina. Fonte: 
adaptada de Cheng et al.” 


A Tf é membro de uma superfamilia de proteinas li- 
gantes de ferro, que inclui a lactoferrina (encontrada no 
leite e outros fluidos secretórios), a ovotransferrina (pre- 
sente na clara de ovos) e a melanotransferrina. A função 
primária dessa proteína, produzida primariamente no fi- 
gado, é transportar o ferro até os sítios de utilização e ar- 
mazenamento. Aproximadamente 3 a 4 mg de ferro estão 
ligados à Tf circulante. Sua concentração no plasma é da 
ordem de 30 uM e, em indivíduos com reservas de ferro 
normais, encontra-se entre 30 a 35% saturada. A ligação do 
ferro à Tf é reversível e dependente do pH, havendo com- 
pleta associação em pH > 7,0. 

Todo o ferro que excede as necessidades fisiológicas é 
armazenado como ferritina, sobretudo em hepatócitos e 
células de Kupffer do fígado, mas também em macrófagos 
do baço e da medula óssea. Essas reservas variam de 120 a 
1.000 mg em adultos, no entanto, representam quantida- 


des relativamente pequenas do conteúdo total de ferro 
corporal. Aproximadamente 2,5 g de ferro (cerca de 65% 
do total de ferro corporal) estão contidos nas moléculas 
de hemoglobina, presentes nas células eritroides em ma- 
turação e nos eritrócitos circulantes. 

Diariamente, ocorrem pequenas perdas de ferro por 
descamação das células epiteliais, por perda de cabelo e 
pelo suor (-1 mg). Na mulher adulta saudável, a cada 
ciclo menstrual, aproximadamente 40 mg de ferro são 
eliminados com a menstruação, o que perfaz um adicio- 
nal de perda diária de 1,5 mg de ferro em relação aos ho- 
mens. Assim, em média, de 1 a 2,5 mg de ferro precisam 
ser absorvidos da alimentação para garantir o equilíbrio 
de ferro corporal.” 

O ferro absorvido na alimentação não é suficiente 
para suprir a demanda estimada de 20 a 25 mg/dia para a 
eritropoese, o que faz com que seja necessária a recicla- 
gem fisiológica do mineral. No baço e no fígado, princi- 
palmente, macrófagos do sistema reticuloendotelial fa- 
gocitam eritrócitos senescentes e promovem a degradação 
de moléculas de hemoglobina, o que possibilita a reutili- 
zação do ferro presente no heme. Assim como ocorre nos 
enterócitos, a retirada do ferro da molécula de heme é 
catalisada pela enzima Hox1." 

O ferro derivado dessa reciclagem pode ser armaze- 
nado nos macrófagos como ferritina ou ser exportado 
para o plasma, também como ocorre nos enterócitos, via 
Fpn. Nesse caso, a oxidação do Fe*’ a Fe*?, necessária para 
sua ligação à Tf, é feita pela ceruloplasmina (Cp), ferroxi- 
dase circulante, produzida principalmente pelo fígado e 
que, assim como a hefaestina, é uma proteína dependen- 
te de cobre.”! 

A inter-relação dos mecanismos de absorção intesti- 
nal, a reciclagem de eritrócitos senescentes e a mobiliza- 
ção das reservas contidas na ferritina são essenciais para 
a manutenção da homeostase do ferro. A quantidade de 
ferro transferida do interior dos enterócitos, dos macró- 
fagos ou dos hepatócitos para a circulação é estritamente 
relacionada com a quantidade necessária do mineral pa- 
ra a eritropoese na medula óssea e para a utilização por 
outros tecidos. Quando as reservas de ferro encontram-se 
reduzidas ou quando existe aumento na eritropoese, a 
absorção do ferro da alimentação é mais eficiente. Por 
outro lado, quando as reservas corporais de ferro estão 
repletas, ocorre redução da sua absorção intestinal." 
Cabe destacar que também ocorre redução da absorção 
intestinal de ferro durante processos infecciosos ou infla- 
matórios, o que configura uma possível tentativa do or- 
ganismo de reduzir a disponibilidade de ferro a micror- 
ganismos invasores.” 

O controle central da absorção e utilização do ferro é 
exercido pela hepcidina, hormônio peptídico produzido 
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principalmente por hepatócitos e que apresenta ação sis- 
têmica. Esse peptídeo interage com a ferroportina na 
membrana plasmática das células, promovendo sua in- 
ternalização e subsequente degradação. Desse modo, a 
hepcidina promove redução da taxa de transferência do 
ferro contido no interior de enterócitos, de macrófagos e 
de hepatócitos para o plasma." 

A expressão da hepcidina é controlada predominan- 
temente em nível transcricional e é positivamente res- 
ponsiva à saturação da Tf sérica com ferro, à abundância 
das reservas hepáticas de ferro e à inflamação, mas nega- 
tivamente regulada por hipóxia e atividade eritropoética” 
(Figura 16.2). Assim, em condições normais, as concen- 
trações circulantes de hepcidina são inversamente rela- 
cionadas com as reservas de ferro (ferritina) e com o fer- 
ro sérico.” 

Flebotomia, hemólise e altas concentrações de eritro- 
poetina — principais estimuladores da reticulocitose (si- 
nal hematológico da produção acelerada de eritrócitos) 
— inibem a produção de hepcidina por mecanismos ain- 
da não totalmente esclarecidos.” Por outro lado, concen- 
tração inadequadamente alta de hepcidina na circulação, 
acompanhada de baixas concentrações de ferro sérico, é, 
muitas vezes, descrita em modelos animais e em pacien- 
tes com câncer ou outras doenças infecciosas e inflama- 
tórias. Esse fato deve-se, em grande parte, à expressão 
aumentada da hepcidina em resposta à ação de citocinas 
com ação pró-inflamatória no fígado, o que reduz a dis- 
ponibilidade de ferro na circulação e promove o aprisio- 
namento das reservas teciduais do mineral.” 
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Figura 16.2 Sinais fisiológicos que afetam a expressão hepática de 
hepcidina. Fonte: adaptada de Ganz e Nemeth.” 


MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA PELO FERRO 


A expressão dos genes reguladores da homeostase do 
ferro pode ser diretamente modulada pelo conteúdo in- 
tracelular do mineral. Muitos são os mecanismos pelos 
quais o ferro modifica a expressão de genes alvo e estes 
parecem ser comuns aos diferentes tipos celulares envol- 
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vidos no seu metabolismo. Em nível sistêmico, a manu- 
tenção da homeostase do ferro é dependente do funcio- 
namento adequado das proteínas que regulam a produção 
hepática de hepcidina.” 

Adiante será discutido como o status de ferro atua 
sobre a regulação de sua absorção no intestino e como 
modula a produção hepática de hepcidina. Sempre que 
relevantes, serão abordados aspectos específicos da mo- 
dulação da expressão gênica pelo ferro em eritrócitos e 
macrófagos. 


Ação do ferro sobre a expressão gênica nos enterócitos 


As células do organismo são capazes de captar o ferro 
da circulação (ligado à Tf) via receptor de transferrina 1 
(TfR1), o qual é expresso na membrana plasmática. Após a 
interação da Tf saturada de ferro com o seu receptor, ocor- 
re endocitose do complexo Tf-TfR1 e o ferro é liberado no 
interior das células. Todo o conteúdo de ferro que não é 
prontamente utilizado é armazenado como ferritina, pro- 
teína capsular que armazena o mineral em um estado iner- 
te.'* Sempre que necessário, há degradação de ferritina nos 
lisossomos e reações de redução do Fe*, disponibilizan- 
do-o para reações citosólicas ou intraorganelares. Em con- 
dições de excesso de ferro, a ferritina celular pode ser 
convertida em hemossiderina, partícula insolúvel, consi- 
derada produto de degradação da ferritina, claramente 
identificada por microscopia em células do fígado, baço e 
medula óssea.” 

Células repletas de ferro, principalmente macrófa- 
gos, secretam pequenas quantidades de ferritina no soro. 
Os mecanismos de degradação intracelular dessa molé- 
cula e sua via de secreção ainda não foram totalmente 
esclarecidos." Em indivíduos saudáveis, há forte correla- 
ção entre valores de ferritina sérica e as reservas corpo- 
rais de ferro: para cada 1 mcg/L de ferritina sérica, esti- 
ma-se que exista o equivalente a 8 a 10 mg de ferro em 
reservas no fígado, baço e medula óssea.” 

A expressão do TfR1 e da ferritina é diretamente mo- 
dulada pela concentração intracelular de ferro e ocorre 
por mecanismos pós-transcricionais. Esses mecanismos 
envolvem a interação de proteínas citosólicas reguladoras 
do ferro (IRP 1 e 2, iron regulatory proteins) com elemen- 
tos de resposta ao ferro (IRE, iron responsive elements) 
presentes nas regiões não traduzidas (UTR, untranslated 
region) 5’ ou 3’ de alguns RNAm. O sistema IRP/IRE é o 
principal regulador da expressão de genes que codificam 
proteínas responsáveis pela homeostase celular de ferro, e 
também está envolvido na modulação de outros genes 
com funções diversas, dentre os quais aqueles envolvidos 
no metabolismo do citrato, na proliferação celular, na 
manutenção da estrutura do citoesqueleto, no ciclo celu- 
lar e na resposta adaptativa à hipoxia.**” 


Proteínas reguladoras do ferro (IRP) 


Dois tipos de IRP citosólicas, IRP-1 e IRP-2, são co- 
nhecidos. Quando as concentrações de ferro intracelu- 
lar diminuem, ambas podem se ligar a um ou mais IRE 
presentes na sequência de alguns RNAm. Muitos dos 
RNAm que contêm IRE são transcritos de genes que co- 
dificam proteínas essenciais ao equilíbrio celular de fer- 
ro. Estas incluem proteínas envolvidas na internalização 
(TfR1 e DMT1), no armazenamento (ferritina), na uti- 
lização (succinato desidrogenase, aconitase mitocon- 
drial, delta-aminolevulinato sintase [delta-ALAS-2]) e 
no efluxo celular de ferro (Fpn). Quando as concentra- 
ções de ferro celular estão altas, por outro lado, a ligação 
de IRP aos RNAm é rapidamente inativada por modifi- 
cação pós-traducional da IRP-1 ou por degradação da 
IRP-2.78 

A IRP-1 é estruturalmente semelhante à aconitase 
mitocondrial, que converte citrato a isocitrato no ciclo de 
Krebs. Quando há deficiência de ferro, essa proteína se 
liga fortemente às sequências de IRE, mas quando o con- 
teúdo de ferro intracelular é adequado, atua como aconi- 
tase citoplasmática. Essa dupla função é controlada pela 
presença ou ausência de ligação ferro-enxofre (Fe-S) no 
sítio de ligação dessa proteína com o IRE. Quando as 
concentrações celulares de ferro estão altas, uma ligação 
4Fe-4S é inserida no sítio de ligação ao IRE e a IRP-1 as- 
sume uma conformação que impossibilita sua ligação aos 
RNAm (Figura 16.3). O ferro da quarta posição da liga- 
ção Fe-S é altamente lábil e prontamente removido quan- 
do as concentrações celulares do mineral diminuem, o 
que leva à desestruturação desse complexo, permitindo a 
ligação IRP-1/IRE.*° 

A IRP-2 é menos abundante que a IRP-1. Seu conteú- 
do nas células é controlado por síntese de novo, iniciada 
quando as concentrações de ferro do meio estão baixas. 
Por outro lado, essa proteína sofre degradação proteasso- 
mal em células com altas concentrações do mineral. A 
IRP-2 não contém sítio de ligação para o complexo Fe-S, 
logo, sua atividade de ligação ao IRE é dose-dependente. 
Cérebro e intestino são os tecidos em que a IRP-2 tem 
contribuição especialmente importante para o sistema 
IRP/IRE.* 


Elementos de resposta ao ferro (IRE) 


Os IRE são elementos regulatórios presentes em re- 
giões não traduzidas 5’ ou 3’ de RNAm, representados 
por uma extremidade apical de 6 nucleotídeos em forma 
de curva e duas estruturas em forma de haste, separados 
por uma protuberância assimétrica contendo uma citosi- 
na desemparelhada. Um IRE foi identificado na região 
não traduzida 5’ do RNAm da ferritina e, posteriormente, 


cinco sequências similares foram identificadas na região 
UTR 3’ do RNAm do TfR1. Quando o IRE está situado na 
região UTR 5; como no caso do RNAm da ferritina, a li- 
gação da IRP resulta na supressão da interação do trans- 
crito com o ribossomo e, assim, na consequente redução 
da tradução da proteína. Inversamente, a ligação da IRP 
ao IRE da região UTR 3º protege o transcrito da degrada- 
ção endonucleolítica, levando à estabilização do RNAm, 
com consequente regulação positiva da expressão da pro- 
teína. Assim, quando as reservas de ferro celular estão 
repletas, o RNAm da ferritina é eficientemente traduzido, 
em concordância com a necessidade celular de armaze- 
namento do ferro. Por outro lado, quando a concentra- 
ção celular de ferro diminui, a concentração de ferritina 
também é menor, o que se deve à ligação das IRP ao IRE 
localizado na região UTR 5’ do seu RNAm.” 

O efeito do ferro sobre a expressão do TÍRI é inverso 
em relação à expressão de ferritina. Quando as reservas ce- 
lulares de ferro estão repletas, os TfR1 estão em menor nú- 
mero; quando a concentração de ferro está baixa, a expres- 
são de TfRI é elevada, uma vez que ocorre a ligação das IRP 
às cinco sequências de IRE na região UTR 3’ do RNAm do 
TfR1, o que estabiliza a molécula e aumenta a eficiência de 
sua tradução?! (Figura 16.3). 


Ferro 


Regulação da proteína DMT-1 


A proteína DMT-1 — também conhecida como SL- 
C11A2 (solute-linked carrier family 11 [proton-coupled di- 
valent metal ion transportes], member 2) — está envolvi- 
da na absorção e no uso celular de ferro. Além do papel 
primário dessa proteína no transporte de Fe* através 
da membrana apical dos enterócitos, ela atua também 
na liberação intracelular do ferro captado pelo complexo 
Tf-TfR1 em todas as outras células”. O bloqueio desse trans- 
portador, em camundongos, confirmou sua essencialidade 
tanto para a absorção intestinal quanto para a maturação 
de precursores eritroides a eritrócitos maduros.” 

A transcrição do gene SLC11A2, que codifica a pro- 
teína DMT-1 em mamíferos, origina quatro diferentes 
isoformas, as quais diferem quanto a sua distribuição nos 
tecidos e quanto aos mecanismos de regulação da sua ex- 
pressão. Elas existem em razão do splicing alternativo no 
éxon 16 e à presença de dois sítios de início da transcri- 
ção (éxons 1A e 1B). O splicing alternativo no éxon 16 dá 
origem a duas variantes que diferem nos aminoácidos 
terminais 19-25 e em sua sequência 3’ não traduzida. 
Apenas um desses transcritos contém IRE em sua se- 
quência. Embora todas as isoformas de DMT-1 sejam 
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Figura 16.3 Sistema IRP/IRE de controle da expressão gênica. 4Fe-4S: ligação ferro-enxofre; DMT1: transportador de metal divalente; eALAS: 
delta-aminolevulinato sintase; HIF-2-alfa: fator de transcrição induzido por hipóxia 2-alfa; IRE: elemento de resposta ao ferro (do inglês, Iron 
Responsive Element); IRP1/2: proteína reguladora do ferro 1 ou 2 (do inglês, Iron Responsive Protein); m-Aconitase: aconitase mitocondrial; TfR1: 


receptor de transferrina 1. Fonte: adaptada de Wallander et al.º 
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encontradas nos enterócitos, a isoforma cujo RNAm 
contém IRE é sugerida como aquela mais importante pa- 
ra a atividade absortiva nessas células. Deste modo, no 
intestino, a expressão da DMT-1 é aumentada quando as 
reservas de ferro estão depletadas, em concordância com 
a presença de IRE na região 3º não traduzida do seu 
RNAm.” 

Além do efeito direto do ferro sobre a expressão da 
DMT-1, a abundância do RNAm dessa proteína nos ente- 
rócitos é aumentada em resposta à baixa pressão parcial de 
oxigênio, que ocorre, por exemplo, em estados de anemia. 
Nessas condições, ocorre a ativação de fatores de transcri- 
ção induzidos por hipóxia, particularmente o HIF2-alfa, 
que se liga a elementos de resposta presentes na região pro- 
motora do gene SLC11A2, favorecendo sua transcrição, 
com consequente aumento da absorção de ferro.” 


Regulação da ferroportina 


O efluxo de ferro em todos os tipos de células é me- 
diado pela Fpn. A expressão dessa proteína é regulada em 
níveis transcricional (fatores de transcrição) e pós-trans- 
cricional (sistema IRP/IRE). Além disso, sua função de 
canal de ferro na membrana plasmática é controlada em 
nível pós-traducional pelo eixo hepcidina-Fpn,** confor- 
me comentado anteriormente. 

A transcrição do RNAm da Fpn parece ser induzida 
por íons de ferro e pela molécula de heme. Os mecanis- 
mos relacionados com esses eventos e os fatores de trans- 
crição relevantes ainda não foram totalmente esclareci- 
dos. A Bach1 (Btb and Cnc Homology 1), uma proteína 
sensível ao heme, pode, juntamente com o fator de trans- 
crição eritroide 2 (Nrf2, nuclear factor erythroid 2), ser 
responsável pela ativação da expressão do RNAm da Fpn 
em macrófagos fagocitários de eritrócitos.” 

As moléculas de heme derivadas da eritrofagocitose 
interagem com a Bach1, que é inibidora natural da ação 
do Nrf2 por permanecer ligada a sequências regulado- 
ras de genes alvo desse fator de transcrição. A ligação do 
heme à proteína Bachl promove seu deslocamento do 
núcleo, o que permite que o Nrf2, juntamente com ou- 
tras proteínas acessórias, ative a transcrição do gene da 
Fpn e de uma série de outros genes cujos produtos pro- 
teicos têm ação de proteção celular ao estresse oxidativo 
(Hox1, ferritina, glutationa-S-transferase, NADPH-qui- 
nona oxirredutase 1, entre outras). 

Uma vez que íons de ferro livre facilitam a produção 
de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, a trans- 
crição de Fpn induzida pelo Nrf2 pode, indiretamente, 
ser ativada pelo conteúdo intracelular do ferro não ligado 
à molécula de heme. Nesse caso, a ativação desse fator de 
transcrição é exercida pelo status redox do meio.* 


Embora a abundância de RNAm da Fpn possa ser 
modificada pela atividade de modulação da sua transcri- 
ção, citada anteriormente, a tradução da proteína é ainda 
regulada pela atividade do sistema IRE/IRP. Similar aos 
transcritos da ferritina, uma estrutura IRE foi identifica- 
da na região 5’ não traduzida do RNAm da Fpn. Assim, 
seria esperado que, quando as concentrações de ferro in- 
tracelular fossem baixas, houvesse redução da tradução 
da Fpn. Entretanto, uma baixa atividade de tradução do 
RNAm de Fpn foi observada em células duodenais de 
animais expostos a rações ricas em ferro e o contrário foi 
observado quando expostos a rações pobres no mineral.“ 

Essas observações suscitaram a identificação de um 
segundo transcrito de Fpn, denominado Fpn1B, cuja tra- 
dução não é sensível à concentração de ferro intracelular, 
pois não contém IRE em sua sequência. Análises de ex- 
pressão gênica, posteriormente, indicaram que o RNAm 
da Fpn1B representa mais de 25% do total de transcritos 
de Fpn em células duodenais e uma porcentagem ainda 
maior em eritroblastos humanos.“ 

Outros metais de transição, a hipóxia e a inflamação 
podem influenciar a expressão de Fpn. A inflamação in- 
duzida por injeção de lipopolissacarídeos (LPS) bacteria- 
nos resultou em decréscimo da transcrição de Fpn no ba- 
ço e no intestino de ratos e camundongos; entretanto, 
nenhuma citocina inflamatória específica foi associada ao 
evento.” Já em condições de hipóxia, a transcrição de Fpn 
é aumentada, assim como ocorre com a expressão da 
DMT-1, também em função da presença de elementos de 
resposta ao HIF2-alfa na região promotora do gene.” Na 
sequência desse promotor também foram identificados 
elementos de resposta ao fator de transcrição MTF-1 (me- 
tal transcription factor 1), que funciona como indutor da 
expressão do gene em resposta às concentrações intrace- 
lulares aumentadas de zinco (Zn) e cádmio (Cd)."! 


Regulação do citocromo b duodenal e da hefaestina 


No intestino, um transporte transepitelial eficiente 
de ferro depende de duas importantes reações redox:! 


m Redução do Fe” a Fe?* para internalização no ente- 
rócito via DMT-1. 

m Oxidação do Fe?* para a saída do mineral da célula 
pela membrana basolateral, via Fpn, permitindo sua cap- 
tação pela Tf. 


Enquanto a última reação é dependente da hefaesti- 
na, a primeira é catalisada pelo DcytB, membro da famí- 
lia de citocromos b, Essa enzima contém heme em sua 
estrutura e requer ascorbato para exercer sua atividade 
redutora” (ver Figura 16.1). 


A expressão do DcytB é fortemente regulada tanto 
pelo consumo alimentar de ferro como pelo status cor- 
poral do mineral, e também pela hipóxia. Grande parte 
dos estudos que avaliaram a regulação da expressão gêni- 
ca do DcytB utilizou modelo de células imortalizadas ti- 
po Caco-2 ou MDCK para demonstrar o aumento da 
internalização de ferro nas células que superexpressam 
DcytB. Em contrapartida, o bloqueio do gene Cybrd1, 
que codifica a DcytB em camundongos, não promoveu 
deficiência de ferro, indicando assim que sua ação não é 
indispensável para a absorção do ferro nesses animais.” 

A hefaestina é dependente de cobre e homóloga à 
ceruloplasmina. Estudos com camundongos sla (sex-lin- 
ked anemia) que apresentam mutação de perda de fun- 
ção do gene da hefaestina (Hephe) desenvolvem anemia 
grave. Seu papel importante na absorção do ferro ali- 
mentar foi também confirmado em modelo resultante 
do cruzamento de camundongos com hemocromatose 
hereditária (mutação no gene hfe) e camundongos sla. 
Esses animais com dupla mutação, apesar de apresenta- 
rem baixas concentrações circulantes de hepcidina e, as- 
sim, serem predispostos a maior absorção de ferro, apre- 
sentam limitação na liberação do ferro do intestino para 
a circulação e, consequentemente, acumulam menos 
ferro no fígado.” 

Ainda que a hefaestina seja importante para a absor- 
ção de ferro, não se sabe se sua expressão é diretamente 
regulada pelo mineral. A expressão da hefaestina é maior 
no intestino que em outros tecidos, porém não é limitada 
ao duodeno e ocorre ao longo de todo o trato gastrintes- 
tinal, o que sugere que essa proteína tenha outra função 
além de regular a absorção de ferro. Em modelos com 
roedores, observou-se que alterações da concentração de 
ferro na ração (grupo com restrição de aproximadamente 
90% das recomendações e outro com sobrecarga do mi- 
neral — suplementação com 2% de ferrocarbonila por seis 
meses) não alteraram a expressão de hefaestina, ao passo 
que, em pacientes com deficiência de ferro, essa expressão 
foi aumentada.” “ 

Tanto o transcrito da DcytB quanto o da hefaestina 
não contêm IRE em sua sequência não traduzida, o que 
sugere que um possível controle da transcrição desses ge- 
nes pelo próprio ferro aconteceria em nível transcricio- 
nal. A expressão proteica e a atividade da hefaestina são 
reduzidas na deficiência de cobre e, além do prejuízo na 
síntese, na meia-vida e na atividade da ceruloplasmina 
nessa condição, a deficiência secundária de ferro ocorre 
frequentemente.” Em situações de hipóxia, há aumento 
da abundancia do RNAm do DcytB nas células intesti- 
nais, já que na região promotora desse gene existe um 
elemento de resposta ao fator de transcrição HIF2-alfa.º 


Ferro 


Ação do ferro sobre a expressão hepática 
de hepcidina 


Como já mencionado, a hepcidina é o principal re- 
gulador da homeostase de ferro por controlar sua passa- 
gem do interior de enterócitos, hepatócitos e macrófagos 
para o plasma. Após a hepcidina se ligar à Fpn na mem- 
brana plasmática, esta última é fosforilada, internalizada, 
ubiquitinada e degradada pelos lisossomos.’ 

A produção da hepcidina ocorre principalmente nos 
hepatócitos e sua forma bioativa é um peptídeo de 25 
aminoácidos (derivado de precursor com 84 aminoáci- 
dos) que é codificado pelo gene HAMP, o qual tem sua 
sequência conservada entre as espécies de vertebrados. A 
deleção do gene HAMP em camundongos ou a presença 
de mutações que acarretam perda de sua função em hu- 
manos ocasiona formas graves de sobrecarga de ferro. 
Em contrapartida, o aumento da expressão causa a dimi- 
nuição da absorção de ferro.” 

A função de remover a Fpn da superfície celular faz 
que a hepcidina dificulte a saída do ferro das células (en- 
terócitos, macrófagos e hepatócitos), provocando au- 
mento da concentração intracelular do mineral, que é 
estocado como ferritina. Quando há aumento das con- 
centrações intracelulares de ferro no intestino, ocorre re- 
gulação negativa da expressão da DMT-1 e a absorção do 
ferro alimentar reduz ainda mais. 

Em condições de eritropoese normal, o aumento da 
expressão da hepcidina em resposta ao status de ferro 
ocorre pela ativação da via de sinalização das proteínas 
morfogenéticas ósseas (BMP, bone morphogenetic pro- 
teins). A transcrição do gene HAMP por essa via ocorre 
pela transdução de sinais mediados por proteínas da fa- 
mília SMAD (son of mothers against decapentaplegic ho- 
mologs), que se ligam a elementos de resposta na região 
promotora do gene.!»!º 

Receptores de BMP (BMPR) estão presentes na 
membrana plasmática dos hepatócitos e formam com- 
plexos com um correceptor conhecido como hemojuve- 
lina (HJV). Em estudos de padrão de expressão de BMP, 
observou-se que a abundância de RNAm da BMP6 no 
fígado está fortemente correlacionada com a concentra- 
ção de ferro nesse órgão. Posteriormente, estudos com 
camundongos knockout e ensaios de administração in vi- 
vo de diferentes BMP confirmaram que a BMP6 é a prin- 
cipal ligante ativadora do completo BMPR-HJV, ainda 
que, em menor grau, as BMP2 e BMP4 possam também 
mediar o aumento da expressão de hepcidina em respos- 
ta as reservas hepáticas de ferro.” Após a ligação da BMP6 
ao complexo BMPR-HJV ocorre a fosforilação e a ativa- 
ção das proteínas intracelulares SMAD 1, 5 e 8, que se li- 
gam ao mediador comum SMAD 4 e, por fim, agem 


213 


214 Genômica nutricional 


como fator de transcrição para o aumento da expressão 
gênica da hepcidina no núcleo dos hepatécitos."” 
Acredita-se que a ativação da via de sinalização 
BMP-SMAD é também responsável pelo aumento da ex- 
pressão de hepcidina em resposta às concentrações circu- 
lantes de ferro. Isso ocorre por intermédio do receptor de 
transferrina 2 (TfR2), que, juntamente com a proteína 
HFE e o TfRI, é um importante sensor e regulador das 
concentrações séricas de ferro. A função biológica do 
TfR2 está relacionada à sua capacidade de interagir com 
a Tf saturada com ferro. Supostamente, em situações de 
aumento das concentrações séricas de ferro, o TÍRI, aco- 
plado à proteína HFE na membrana plasmática das célu- 
las, excede sua capacidade de ligação à Tf, dando espaço à 
ligação dessa molécula com o TfR2. A ligação Tf-TfR2 é 
estabilizada pela HFE, que é deslocada do TfR1 e, subse- 
quentemente, o complexo HFE-TfR2 interage com o 
complexo BMPR-HJV, ativando-o, o que desencadeia a 
fosforilação intracelular das SMA" (Figura 16.4). 


HEMOCROMATOSE 


Mutações em genes que codificam as proteínas envol- 
vidas na via de sinalização BMP-SMAD são causa de dife- 
rentes formas de hemocromatose hereditária (HH). Essa 
doença resulta da produção inadequadamente baixa de 
hepcidina e do consequente acúmulo de ferro em muitos 
tecidos (aumento da saturação da transferrina e ferritina 
séricas), especialmente no fígado, o que pode promover da- 
nos celulares e teciduais (p. ex., cirrose e fibrose hepática).º 

A expressividade clínica da HH é distinta entre os ti- 
pos da doença. A mais comum, a do tipo 1, é decorrente 


de prejuízo na função do gene HFE. Casos mais raros são 
decorrentes de mutações nos genes HAMP e HJV — HH 
tipo 2 ou no gene TfR2 — HH tipo 3. A maioria dos pa- 
cientes com HH tipos 2 e 3 desenvolvem sintomas clíni- 
cos da doença entre a segunda e a quarta décadas de vida. 
Já aqueles com HH tipo 1 têm curso clínico menos grave 
e, em geral, manifestam sobrecarga de ferro clinicamente 
importante entre a quinta e a sexta décadas de vida. 
Indivíduos de descendência europeia são aqueles 
com maior risco para HH tipo 1. No norte europeu, 85 
a 90% dos casos desse tipo da doença são decorrentes 
da herança autossômica recessiva da mutação HFE??”, 
responsável por substituição de uma cisteína por uma 
tirosina no aminoácido 282 da proteína.“ Essa troca de 
aminoácidos afeta o funcionamento adequado da pro- 
teína HFE na membrana plasmática dos hepatócitos.* 
A proteína HFE é membro da família de proteínas 
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC, 
major histocompatibility complex) da classe I. Além de 
muito expressa nos hepatócitos, está presente também 
em células do duodeno, em macrófagos e em monócitos 
circulantes. Fisiologicamente, a HFE se associa à 2-mi- 
croglobulina para que possa ser apropriadamente anco- 
rada na superfície celular. A mutação HFE”*”Y está asso- 
ciada com prejuízo de ligação HFE-$2-microglobulina.* 
Como ilustrado na Figura 16.4, a HFE também tem a 
capacidade de se ligar aos dois tipos de receptor de Tf e 
participa, desse modo, da ativação da via BMP-SMAD em 
resposta ao status de ferro. Quando há deficiência de ferro 
e, consequentemente, há pouco ferro ligado à Tf, a HFE 
liga-se ao TÍRI. Já em situação de alta saturação da Tf, a 
HFE se liga ao TfR2, induzindo a expressão de hepcidina.” 
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Figura 16.4 Via de sinalização BMP-SMAD e expressão de hepcidina em hepatócitos. BMP: proteínas morfogenéticas ósseas (do inglês, Bone 
Morphogenetic Protein); BMPR: receptor de BMP; HAMP: gene que codifica a hepcidina; HJV: hemojuvelina; SMAD: fatores de transcrição da 
família SMAD (do inglês, 16 Son of Mothers Against Decapentaplegic Honolog); TfR1: receptor de transferrina 1; TfR2: receptor de transferrina 2; 
TMPRSS6: matriptase-2 — protease em serina transmembranal 6 — matriptase 2. Fonte: adaptada de Estatiév e Gasche.” 


Na deficiência de ferro e na hipóxia, por outro lado, 
há aumento da produção hepática da protease trans- 
membrana em serina TMPRSS6, que atua como antago- 
nista da rota de sinalização celular das BMP (Figura 
16.4). O produto gênico do TMPRSS6, a matriptase-2 
(MTP-2), promove o processamento proteolítico da 
HJV na membrana plasmática dos hepatócitos, blo- 
queando o efeito das BMP sobre a produção da hepcidi- 
na. Em humanos, mutações que promovem a perda de 
função do gene TMPRSS6 são associadas com casos ra- 
ros de anemia por deficiência de ferro congênita, tam- 
bém conhecida como anemia ferropriva refratária ao 
ferro (Irida, iron-refractory iron deficiency anemia). 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os mecanismos de controle da expressão gênica pe- 
lo ferro incluem o sistema IRP/IRE e outras vias de si- 
nalização celular, em especial a via BMP-SMAD, rela- 
cionada com a produção de hepcidina. O papel desse 
hormônio em particular é tema de interesse crescente 
na atualidade, uma vez que essa proteína atua como re- 
gulador central tanto da absorção como da utilização 
das reservas de ferro. 

A expansão do conhecimento das interações gene- 
-ambiente e gene-gene pode levar a uma nova aborda- 
gem das doenças associadas aos desequilíbrios na ho- 
meostase de ferro que têm causas heterogênicas e 
diferentes quadros clínicos, dentre as quais a deficiência e 
a sobrecarga do mineral. 


REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 


1. Kain W, Schwedederski B. Bioinorganic chemistry: inorganic 
elements in the chemistry of life. v.1. New York: John Wiley & Sons; 
1994. 

2. Zhang C. Essential functions of iron-requiring proteins in 
DNA replication, repair and cell cycle control. Protein Cell. 2014; 
5(10):750-60. 

3. Prá D, Franke SIR, Henriques JAP, Fenech M. Iron and genome 
stability: an update. Mutation Research. 2012;733:92-99. 

4, Aslan M, Horoz M, Kocyigit A, Ozgonul S, Celik H, Celik M et 
al. Lymphocyte DNA damage and oxidative stress in patients with 
iron deficiency anemia. Mutat. Res. 2006;601:144-49. 

5. Zimmermann MB, Hurrell RE. Nutritional iron deficiency. Lan- 
cet. 2007;370(9586):511-20. 

6. Weiss G. Genetic mechanisms and modifying factors in he- 
reditary hemochromatosis. Gastroenterology and Hepatology. 
2010:7(1):50-58. 

7. Nemeth E, Tuttle MS, Powelson J, Vaughn MB, Donovan A, 
Ward DM et al. Hepcidin regulates cellular iron efflux by bind- 
ing to ferroportin and inducing its internalization. Science. 
2004;306(5704):2090-93. 

8. Marques O, Silva BM, Porto G, Lopes C. Iron homeostasis in 
breast câncer. Cancer Lett. 2014;347(1):1-14. 


Ferro 


9. Wlazlo N, Van-Greevenbroek MM, Ferreira I, Jansen EH, Feske- 
ns EJ, Van Der Kallen CJ et al. Iron metabolism is prospectively 
associated with insulin resistance and glucose intolerance over a 
7-year follow-up period: the CODAM study. Acta Diabetologica. 
2015;52(2):337-48. 

10. Romeu M, Aranda N, Giralt M, Ribot B, Nogues MR, Ari- 
ja V. Diet, iron biomarkers and oxidative stress in a represen- 
tative sample of Mediterranean population. Nutrition Journal. 
2013;16(12). 

11. Lee JY, Park JM, Hong JA, Lee DC, Im JA, Lee JW. Serum fer- 
ritin is differentially associated with anti-oxidative status and in- 
sulin resistance in healthy obese and non-obese women. Korean 
Journal of Family Medicine. 2012;33(4):205-10. 

12. Broedbaek K, Siersma V, Andersen JT, Petersen M, Afzal S, Hjel- 
vang B et al. The association between low-grade inflammation, 
iron status and nucleic acid oxidation in the elderly. Free Radical 
Research. 2011;45(4):409-16. 

13. Ganz T. Hepcidin and iron regulation, 10 years later. Blood. 
2011;117(17):4425-33. 

14. Hentze MW, Muckenthaler MU, Galy B, Camaschella C. Two 
to tango: regulation of Mammalian iron metabolism. Cell. 2010; 
142(1):24-38. 

15. Sharp PA. Intestinal iron absorption : regulation by dietary & 
systemic factors. Int J Vitam Nutr Res. 2010;80(4/5):231-42. 

16. Le Blanc S, Garrick MD, Arredondo M. Heme carrier protein 1 
transports heme and is involved in heme- Fe metabolism. American 
Journal of Physiology. Cell Physiology. 2012;312(12):C1780-85. 
17. Latunde-Dada (2008). 

18. Domenico I, Vaughn MB, Yoon D, Kushner JP, Ward DM, 
Kaplan J. Zebrafish as a model for defining the functional impact of 
mammalian ferroportin mutations. Blood. 2007;110(10):3780-83. 
19. Estatiév R, Gasche C. Iron sensing and signalling. Gut. 2011; 
61(6):933-52. 

20. Cheng Y, Zak O, Aisen P, Harrison SC, Walz, T. Structure 
of the human transferrin receptor-transferrin complex. Cell. 
2004;116(4):565-76. 

21. Chen H, Attieh ZK, Dang T, Huang G, Van Der Hee RM, Vul- 
pe C. Decreased hephaestin expression and activity leads to de- 
creased iron efflux from differentiated Caco2 cells. Cell Biochem. 
2009; 107(4):803-08. 

22. Nicolas G, Bennoun M, Porteu A, Mativet S, Beaumont C, 
Grandchamp B et al. Severe iron deficiency anemia in transgenic 
mice expressing liver hepcidin. PNAS. 2002;99(7):4596-601. 

23. Roe MA, Collings R, Dainty JR, Swinkels DW, Fairweather- Tait 
SJ. Plasma hepcidin concentrations significantly predict interindi- 
vidual variation in iron absorption in healthy men. Am J Clin Nutr. 
2009;89(4):1088-91. 

24. Frazer DM, Wilkins SJ, Darshan D, Badrick AC, McLaren GD, 
Anderson GJ. Stimulated erythropoiesis with secondary iron load- 
ing leads to a decrease in hepcidin despite an increase in bone mor- 
phogenetic protein 6 expression. British Journal of Haematology. 
2012;157(5):615-26. 

25. Ganz T, Nemeth E. Hepcidin and iron homeostasis. Biochim 
Biophys Acta. 2012;1823(9):1434-43. 

26. Domenico I, Ward DM, Kaplan J. Regulation of iron acquisi- 
tion and storage: consequences for iron-linked disorders. Nature. 
2008;9:72-81. 

27. Cook JD, Finch CA, Assessing iron status of a population. Am J 
Clin Nutr. 1979;32:2115-19. 

28. Pantopoulos K. Iron metabolism and the IRP/IRE regulatory 
system: an update. Ann N Y Acad Sci. 2004;1012:1-13. 


215 


216 Genômica nutricional 


29. Eisenstein RS, Blemings KP. Iron regulatory proteins, iron respon- 
sive elements and iron homeostasis. J. Nutr. 1998;128(12):2295-98. 
30. Rouault TA, Stout CD, Kaptain S, Harfor JB, Klausner RD. 
Structural relationship between an iron-regulated RNA-binding 
protein (IRE-BP) and aconitase: functional implications. Cell. 
1991;64:881-83. 

31. Anderson CP, Shen M, Eisenstein RS, Leibold EA. Mammalian 
iron metabolism and its control by iron regulatory proteins. Bio- 
chimica et Biophysica Acta. 2012;1823:1468-83. 

32. Thomson AM, Rogers JT, Leedman PJ. Iron-regulatory pro- 
teins, iron-responsive elements and ferritin mRNA translation. 
The International Journal of Biochemistry and Cell Biology. 
1999;31:1139-52. 

33. Wallander ML, Leibold EA, Eisenstein RS. Molecular control of 
vertebrate iron homeostasis by iron regulatory proteins. Biochimi- 
ca et Biophysica Acta. 2006;1763(7):668-89. 

34. Andolfo I, Falco LD, Asci R, Russo R, Colucci S, Gorrese M et al. 
Regulation of divalent metal transporter 1 (DMT1) non-IRE iso- 
form by the microRNA Let-7d in erythroid cells. Haematologica. 
2010;95(8):1244-52. 

35. Lee PL, Gelbart T, West C, Halloran C, Beutler E. The human 
Nramp2 gene: characterization of the gene structure, alternative 
splicing, promoter region and polymorphisms. Blood Cells Mol 
Dis. 1998;24:199-215. 

36. Hubert N, Hentze MW. Previously uncharacterized isoforms of 
divalent metal transporter (DMT)-1: implication for regulation 
and cellular function. Proc Natl Acad Sci USA. 2002;99:12345-450. 
37. Shah YM, Matsubara T, Ito S, Yim SH, Gonzalez FJ. Intesti- 
nal hypoxia inducible transcription factors are essential for 
iron absorption following iron deficiency. Cell Metabolism. 
2009;9(2):152-64. 

38. Ward DM, Kaplan J. Ferroportin-mediated iron transport: 
Expression and regulation. Biochim Biophys Acta. 2012;1823(9): 
1426-33. 

39. Marro S, Chiabrando D, Messanan E, Stolte J, Turco E, Tolosa- 
no E. Heme controls ferroportin 1 (FPN1) transcription involving 


Bach1, Nrf2 an MARE/ARE sequence motif at position -7007 of 
the FPN1 promoter. Haematologica. 2010;95(8):1261-68. 

40. Zhang DL, Hughes RM, Ollivierre-Wilson H, Ghosh MC, 
Rouault TA. A ferroportin transcript that lacks an iron-responsi- 
ve element enable duodenal and erythroid precursor cell to evade 
translational repression. Cell Metab. 2009;9(5):461-73. 

41. Troadec MB, Ward DM, Lo E, Kaplan J, Domenico I. Induction 
of FPN1 trancription by MTF-1 revelas a role for ferroportin in 
transition metal efflux. Blood. 2010;116(22):4657-64. 

42. McKie AT. The role of Dcytb in iron metabolism: an update. 
Biochem. Soc. Trans. 2008;36(6):1239-41. 

43. Chen H, Su T, Attieh ZK, Fox TC, McKie AT, Anderson 
GJ et al. Systemic regulation of Hephaestin and Iregl revea- 
led in studies of genetic and nutritional iron deficiency. Blood. 
2003;102(5):1893-99. 

44. Zoller H, Theurl I, Koch RO, McKie AT, Vogel W, Weiss G. 
Duodenal cytochrome b and hephaestin expression in patients 
with iron deficiency and hemochromatosis. Gastroenterology. 
2003;125:746-54. 

45. Matak P, Zumerle S, Mastrogiannaki M, Balkhi SE, Delga S, 
Mathieu JRR et al. Copper deficiency leads to anemia, duodenal 
hypoxia, upregulation of HIF-2a and altered expression of iron 
absorption genes in mice. PLoS One. 2013;8(3):e59538. 

46. Lesbordes- Brion JC, Viatte L, Bennoun M, Lou DQ, Ramey G, 
Houbron C et al. Targeted disruption of the hepcidin 1 gene results 
in severe hemochromatosis. Blood. 2006;108(4):1402-05. 

47. Parrow NL, Fleming RE. Bone morphogenetic proteins as regu- 
lators of iron metabolism. Annu Rev Nutr. 2014;34:77-94. 

48. Muckenthaler MU. Erythropoietin mediates hepcidin expres- 
sion in hepatocytes through EPOR signaling and regulation of C/ 
EBPalpha. Blood. 2008;111(12):5727-33. 

49. Finberg KE. Regulation of systemic iron homeostasis. Current 
Opinion. 2013;20(3):208- 14. 


INTRODUÇÃO 


A adaptação fenotípica às mudanças ambientais é 
uma característica comum de procariotos e de organis- 
mos superiores. Ela ocorre em razão da possibilidade de 
regulação gênica diferencial em resposta a estímulos ex- 
ternos diversos, como a alimentação.! 

Nesse contexto, minerais são componentes inorgâni- 
cos presentes naturalmente na crosta terrestre e sua dis- 
tribuição em rochas, rios, lagos e mares é importante pa- 
ra a compreensão da evolução da vida na Terra. Até o 
século XIX, a importância dos minerais na nutrição hu- 
mana ainda não tinha sido evidenciada, possivelmente 
pela inexistência de metodologias analíticas acuradas pa- 
ra sua determinação. A função desses micronutrientes no 
organismo humano é a de atuar como cofatores em rea- 
ções enzimáticas, estruturar moléculas de proteínas ou 
catalisar reações químicas mediadas por enzimas e, ao 
contrário dos macronutrientes, não contribuem direta- 
mente para a geração de energia no organismo. 

Minerais e outros nutrientes regulam a expressão gê- 
nica por interação direta com fatores de transcrição ou 
com outras proteínas regulatórias, modulando assim a 
transcrição do DNA e a tradução de proteínas, e também, 
indiretamente, pela modulação da secreção ou ação celu- 
lar de hormônios (p. ex., insulina, glucagon, glicocorti- 
coides e tri-iodotironina ou T3). 


ASPECTOS BIOQUÍMICOS E FISIOLÓGICOS 


O magnésio é o sexto elemento mais abundante da 
crosta terrestre (O > Si > Al > Fe > Ca > Mg), o quarto 
cátion mais abundante em organismos vivos (Ca > K > 
Na > Mg) e o segundo cátion intracelular (Ca > Mg). A 
grande difusão desse mineral no solo favoreceu sua uti- 
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lização por plantas, nas quais faz parte da estrutura da 
clorofila, desempenhando função importante na fotos- 
síntese. 

Em humanos, o conteúdo corporal de magnésio au- 
menta consideravelmente do nascimento à vida adulta, 
passando de cerca de 760 mg no recém-nascido para 
aproximadamente 25 g em um indivíduo adulto de 70 kg. 
Sua distribuição compartimental reflete seu importante 
papel estrutural nos ossos. Do total de magnésio corpo- 
ral, 60 a 70% estão no tecido ósseo. Mais de um terço 
desse conteúdo ocupa sítios da superfície do cristal de 
hidroxiapatita ou permanece na camada de hidratação 
desses cristais, 30 a 40% estão nos músculos e outros te- 
cidos moles e apenas 1% do total está no conteúdo extra- 
celular. No plasma, pouco mais da metade do magnésio 
está na forma livre, um terço está ligado à albumina e o 
restante está complexado com fosfato, citrato e outros 
componentes. 

As concentrações de magnésio nos fluidos extracelu- 
lares são mantidas pelo conteúdo do mineral absorvido 
da alimentação e também por aquele que é reabsorvido 
nos rins ou mobilizado das reservas no tecido ósseo. A 
possibilidade de trocas do magnésio desse tecido com o 
meio extracelular é essencial para a manutenção das con- 
centrações plasmáticas adequadas, sobretudo em casos 
de sua deficiência alimentar. Contudo, em condições 
normais, a concentração plasmática de magnésio é regu- 
lada pela absorção intestinal e, principalmente, pela ex- 
creção renal — regulador primário da homeostase de 
magnésio —, e estritamente mantida em uma faixa que 
varia entre 0,65 e 0,96 mmol/L (Figura 17.1). 

Embora as concentrações óssea e muscular de mag- 
nésio sejam os melhores indicativos de seu status corpo- 
ral, o acesso a esses compartimentos é difícil e, por isso, 
na prática clínica e em estudos populacionais, a avaliação 
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Figura 17.1 Distribuição compartimental do magnésio (Mg). Fonte: adaptada de Barbagallo et al! 


do estado nutricional relativo ao magnésio é baseada na 
determinação da concentração do mineral em plasma e 
eritrócitos. Apesar de a concentração plasmática de mag- 
nésio não representar o conteúdo total do mineral no 
organismo, o que impossibilita a identificação de inade- 
quações em estados iniciais de deficiência, esse é o indi- 
cador mais usado. Sugere-se, portanto, a associação de 
outros biomarcadores; assim, a concentração de magné- 
sio nos eritrócitos pode ser um bom biomarcador para 
avaliar a adequação da ingestão desse mineral, uma vez 
que ele caracteriza o estado nutricional pregresso (desde 
o momento da produção da célula).>º 

Outros importantes parâmetros de avaliação in- 
cluem a determinação da excreção urinária de magnésio 
e os testes de retenção, que avaliam a excreção do mineral 
após uma dose de sobrecarga. Contudo, nos estágios ini- 
ciais da deficiência de magnésio, suas concentrações ex- 
tracelulares podem se apresentar em desequilíbrio com 
aquelas do meio intracelular: a manutenção do pool in- 
tracelular de magnésio é priorizada, nos diferentes tipos 
celulares, mesmo quando as concentrações do mineral 
no plasma já estiverem reduzidas.” 

Do total de magnésio assimilado a partir do meio ex- 
tracelular, 5 a 10% permanecem como íon livre no cito- 
sol, enquanto a maior parte é captada por organelas, onde 
ocorrem muitas das reações bioquímicas dependentes de 
magnésio. Assim, é compreensível que as funções essen- 


ciais do magnésio no organismo, em nível sistêmico e 
celular, sejam comprometidas tanto em situações de res- 
trição da ingestão alimentar quanto em casos de descom- 
partimentalização corporal decorrente de determinadas 
doenças crônicas e estados fisiológicos, como será discu- 
tido adiante neste capítulo. 

O magnésio é essencial, em todos os tipos de tecidos 
de mamíferos, para uma ampla variedade de funções fi- 
siológicas. Atua em todas as etapas de transcrição e tra- 
dução proteica, em grande parte por seu envolvimento 
na síntese e na utilização de nucleotídeos trifosfatos (ATP 
e GTP) e na transdução de sinais intracelulares (princi- 
palmente aqueles mediados por AMPc e os dependentes 
de reações de fosforilação). Em tecidos moles, atua como 
cofator de muitas enzimas envolvidas no metabolismo 
energético. Assim, o magnésio é necessário tanto na pro- 
dução de adenosina trifosfato (ATP) quanto na sua utili- 
zação, por se ligar ao grupamento fosfato de ATP para 
formar o complexo ATP-Mg. É esse complexo que, de 
fato, é utilizado na via glicolítica e é o cofator da maioria 
das enzimas dependentes de magnésio. 

A síntese e a estabilização das moléculas de ácidos 
nucleicos também necessitam de magnésio, que é funda- 
mental para a atividade de DNA e de RNA polimerases, 
de topoisomerases e de exonucleases. A manutenção da 
integridade e do potencial elétrico de membranas celula- 
res — incluindo a transmissão de impulsos nervosos, a 


contração e a dilatação de vasos e artérias e a regulação 
do ritmo cardíaco e o transporte de sódio, potássio e 
cálcio através de membranas — também dependem de 
magnésio. 

As consequências de pequenas mudanças na concen- 
tração intracelular de magnésio podem ser fisiologica- 
mente significantes, como o influxo/efluxo celular de só- 
dio e cálcio e o comprometimento de vias de transdução 
de sinais. A redução da concentração de magnésio nas 
células da musculatura lisa e cardíaca, por exemplo, causa 
importantes alterações na função vascular, induzindo ar- 
ritmias cardíacas, câimbras musculares e hipertensão 
(em decorrência do influxo secundário de cálcio, que re- 
sulta na despolarização de membranas). Baixas concen- 
trações séricas de magnésio são frequentemente associa- 
das à hipertensão arterial.” 

Na célula, a descompartimentalização do magnésio 
também pode ocorrer em razão de perdas do seu conteú- 
do para o meio, o que acontece, por exemplo, quando o 
magnésio complexado é liberado (após quebra do ATP e 
em estado de acidose), passando a compor o pool de 
magnésio intracelular livre. O aumento da concentração 
do íon no citosol facilita seu efluxo.” 

A proporção com que o magnésio é transportado en- 
tre os tecidos é variável e pode, em parte, contribuir para 
a manutenção das concentrações extracelulares do mine- 
ral. Entretanto, grande parte do magnésio corporal con- 
tido no meio intracelular (85% do conteúdo corporal 
total de magnésio) tem efluxo muito lento. Desse modo, 
para garantir o equilíbrio sistêmico do mineral, a absor- 
ção intestinal e a reabsorção renal de magnésio, como já 
mencionado, devem estar preservadas. Além disso, para a 
manutenção da sua homeostase celular, complexos de 
proteínas (muitos dos quais ainda pouco elucidados) 
precisam atuar em harmonia, de forma que sua concen- 
tração no meio intracelular se mantenha constante." 

A compreensão da regulação da homeostase de mag- 
nésio pela expressão de canais e proteínas responsáveis 
pelo seu trânsito celular é fundamental para a escolha ou 
a implementação do melhor tratamento em condições 
patológicas específicas. Um bom exemplo já bem estabe- 
lecido é a escolha da via para administração de sulfato de 
magnésio (MgSO,) no tratamento de pré-eclâmpsia e 
eclâmpsia, a qual deve ser intramuscular ou intravenosa, 
em vez de oral. Nos casos de eclâmpsia, há grande neces- 
sidade de magnésio nos tecidos para controle da hiper- 
tensão arterial e da contratilidade cardiaca.'4 

A compreensão dos padrões de expressão gênica nos 
tecidos em resposta à depleção de magnésio poderá con- 
tribuir para o melhor entendimento das consequências 
fisiológicas da deficiência desse mineral. Além disso, per- 
mitirá a identificação de novos parâmetros de avaliação 


Magnésio 


do seu status corporal e as condições em que a suplemen- 
tação seria indicada. 


Absorção intestinal de magnésio 


As ingestões diárias de referência (DRI)! definem 
que, para mulheres e homens adultos, a necessidade mé- 
dia estimada (EAR) de magnésio é, respectivamente, 265 
mg/dia e 350 mg/dia; já a recomendação dietética diária 
(RDA) é de 320 mg/dia e 420 mg/dia e o limite superior 
tolerável de ingestão (UL), de 350 mg/dia de magnésio 
suplementar. Entretanto, alta prevalência de inadequação 
de ingestão alimentar do mineral é observada tanto no 
Brasil — 70% segundo a Pesquisa de orçamento familiar 
2008-2009" — quanto em outros países do mundo.” 

A absorção intestinal de magnésio acontece prima- 
riamente no jejuno e no íleo, ainda que o cólon e o ceco 
também possam contribuir para a captação do conteúdo 
proveniente da alimentação. A eficiência da absorção 
pode variar muito — de 20 a 60% -, a depender da 
quantidade ingerida e do status corporal. A relação entre 
o magnésio ingerido e o magnésio absorvido tem pro- 
porções lineares, embora a sua biodisponibilidade seja 
reduzida por minerais como zinco, cálcio e fosfato, além 
das fibras (quando o consumo é > 40 g/dia). Enquanto a 
redução na absorção de magnésio pelo zinco (e outros 
minerais) é atribuída à inibição competitiva entre esses 
elementos, o efeito da fibra é decorrente da capacidade de 
ligação do magnésio ao fósforo das moléculas de fitato, 
formando um complexo de baixa solubilidade. Contudo, 
alimentos ricos em fibras são também, em geral, fontes 
de magnésio, o que frequentemente compensa a menor 
biodisponibilidade decorrente desse tipo de interação.!* 

O magnésio é geralmente absorvido como íon, por 
transporte ativo ou passivo, dependendo de sua quantida- 
de na alimentação. O transporte paracelular (passivo) é 
predominante quando a concentração de magnésio no 
lumen está acima de 20 mEq/L. Esse transporte não é sa- 
turável e é determinado pelo gradiente eletroquímico (re- 
lacionado com o transporte de sódio) ou secundário ao 
movimento da água no epitélio intestinal, que carreia os 
solutos (incluindo magnésio) na mesma direção — trans- 
porte conhecido como arraste de solvente.” O transporte 
passivo permite que o magnésio também seja secretado 
(pelo sistema antiporte Na*/Mg”*) ao longo do trato gas- 
trintestinal. Praticamente todo o magnésio secretado é 
reabsorvido.? 

Observações experimentais de que há saturação na 
absorção intestinal e de que ocorre grande perda fecal de 
magnésio em indivíduos com hipomagnesemia genética, 
que não respondem à suplementação oral, tornaram evi- 
dente a existência de um mecanismo de transporte ativo 
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do mineral, complementar ao mecanismo de transporte 
passivo.» O transporte ativo ocorre por meio de trans- 
portadores no epitélio intestinal e é predominante quando 
as concentrações intraluminais de magnésio são baixas, 
como quando a alimentação é restrita no mineral. Foram 
identificados, no intestino e nos rins, dois importantes ca- 
nais da subfamília TRPM (transient receptor potential me- 
lastatin), caracterizados pela presença de seis domínios 
transmembrana, com região em forma de poro conserva- 
da — TRPM6 e TRPM7.” A afinidade desses transporta- 
dores pelo magnésio os torna importantes no controle da 
absorção intestinal e reabsorção e excreção do mineral, 
atuando, assim, como componentes essenciais na manu- 
tenção da sua homeostase (Figura 17.2). 


Excreção de magnésio 


A filtração glomerular do magnésio plasmático é res- 
ponsável pela excreção de qualquer excesso do mineral 
na circulação. Por outro lado, em condições de restri- 
ção alimentar, a maior parte do filtrado é reabsorvida. 
Ao longo dos néfrons estão dispostas diferentes vias de 
transporte: 


m Nos túbulos proximais ocorre reabsorção inicial (15 
a 25% do filtrado) por mecanismo passivo dependente 
de água e sódio. 

m Na alça de Henle, principal sítio de reabsorção (65 
a 75% do filtrado), esse processo acontece por mecanis- 
mo paracelular, mediado por duas proteínas da família 
das claudinas — a claudina-16 (ou paracelina-1) e a clau- 
dina-19. 

m No túbulo contorcido distal ocorre a menor parte 
da reabsorção do magnésio por transporte ativo parace- 


lular (5 a 10% do filtrado total ou 70 a 80% do magnésio 
não reabsorvido na alça de Henle). 


Embora tenha pequena contribuição para a reabsor- 
ção renal total de magnésio, é no túbulo contorcido dis- 
tal que a concentração final do mineral na urina é deter- 
minada.”° 

O mecanismo de regulação da reabsorção de mag- 
nésio é mediado por receptores sensíveis a cátions diva- 
lentes (como o CaSR, calcium/polycation-sensing recep- 
tor). Quando as concentrações plasmáticas de magnésio 
estão elevadas, a reabsorção é inibida pela ativação des- 
ses receptores da borda peritubular das células do túbu- 
lo contorcido distal e, desse modo, a concentração uri- 
nária do mineral aumenta. O contrário acontece quando 
as concentrações plasmáticas de magnésio estão bai- 
xas.” Além disso, assim como no intestino, nos túbulos 
contorcidos distais dos rins, o canal TRMP6 exerce im- 
portante atividade de controle de reabsorção de magné- 
sio (Figura 17.2). 

Além da concentração plasmática do próprio mag- 
nésio, outros fatores são capazes de regular a sua reab- 
sorção renal, sendo o mais importante deles o controle 
hormonal. O paratormônio (PTH) e a calcitonina, hor- 
mônios reguladores da homeostase de cálcio, modulam 
a reabsorção de magnésio no túbulo contorcido distal e, 
embora ainda não se saiba quais são os mecanismos mo- 
leculares envolvidos, sabe-se que esse hormônio não al- 
tera a expressão do gene TRPM6. A aldosterona, por 
promover redistribuição compartimental de magnésio e 
de outros eletrólitos, indiretamente afeta a reabsorção 
de magnésio nos néfrons.”8 

Ações hormonais diretas sobre a expressão de TRPM6 
nos rins e no intestino têm também sido atribuídas à 


Intestino - Epitélio da borda em escova 


Lúmen = ) Sangue 


Mg** — > 


TPase 


Mg” 3 Na* 


ES” Nat 
Mg? Q 


Mg? = J z 


= S 


TRPM6/7 


Rim - Túbulo contorcido distal 


Urina q ) Sangue 
E 

g ok: ATPase 
TRPM6/7 

Mg 3 Nat 

Nat 
Mg” 

a LI N 


Figura 17.2 Mecanismos de transporte do magnésio no intestino (absorção do mineral) e rim (excreção). Os TRPM6/7 (transient receptor potential 
melastatin 6/7, ou transportadores iônicos com afinidade pelo magnésio, em tradução livre) são componentes essenciais na manutenção da ho- 
meostase desse mineral. ATPase: adenosina trifosfatase. Fonte: adaptada de Schlingmann et al.” 


insulina e ao estrógeno. A ação de ambos os hormônios 
parece promover aumento da (re)absorção de magnésio, 
possivelmente mediada pelo estímulo secundário à ex- 
pressão e/ou atividade do canal TRPM6.? Embora reste 
muito a ser elucidado quanto a esses mecanismos, há in- 
dícios de que alterações no status de magnésio observa- 
das tanto em pacientes diabéticos quanto em mulheres 
pós-menopausadas possam ser decorrentes da redução da 
expressão desse canal.*° 

Diante do exposto, é compreensível que, além da ina- 
dequação alimentar, outras condições fisiopatológicas 
interfiram na homeostase do magnésio, incluindo 
aquelas que promovem disfunção renal (insuficiência 
renal crônica, diabete melito, necrose tubular aguda), 
complicações gastrointestinais com má absorção ou 
diarreia (doença celíaca, síndrome do intestino curto, al- 
coolismo) e distúrbios endócrinos e metabólicos (hipo- 
paratireoidismo, pancreatite aguda, trauma, síndrome da 
realimentação etc.). Além disso, a hipomagnesemia é 
também associada ao uso crônico de inibidores das bom- 
bas de próton (indicados para doenças pépticas), diuréti- 
cos tiazídicos e de alça (que inibem a reabsorção renal de 
magnésio) e antibióticos aminoglicosídicos.?! 


Homeostase de magnésio na célula 


O magnésio é um íon predominantemente intrace- 
lular. Assim, pequenas reduções de sua concentração no 
citosol levam à sua captação do meio extracelular e o 
conteúdo intracelular é recuperado. Estudos experimen- 
tais em roedores só demonstraram redução da concen- 
tração intracelular de magnésio em condições de grande 
restrição alimentar (90% de restrição ou oferta de cerca 
de 50 mg de Mg/kg de ração por, no mínimo, 30 dias). 
Uma pequena diminuição do conteúdo intracelular de 
magnésio é observada quando a sua concentração plas- 
mática é reduzida em 0,2 mmol/L (redução de aproxima- 
damente 25% no valor médio do intervalo de normali- 
dade). 

Tanto em ratos recém-desmamados como em ratos 
adultos jovens, a restrição dietética marginal de magné- 
sio (30 e 70% das recomendações para roedores por 30 
ou 60 dias, respectivamente) promoveu redução da ex- 
creção urinária sem modificação de suas concentrações 
plasmáticas e eritrocitárias.”> Nessas situações de restri- 
ção dietética de magnésio ocorre, primariamente, o com- 
prometimento de funções fisiológicas em que há depen- 
dência do mineral no ambiente extracelular. 

Na gestação, que é um período de grandes adapta- 
ções fisiológicas, a mulher está vulnerável à deficiência 
de minerais. Rocha et al.” não observaram alterações nas 
concentrações plasmáticas, eritrocitárias e urinárias de 
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cálcio e de magnésio em gestantes saudáveis. Entretanto, 
em gestantes com pré-eclâmpsia,” foram observadas con- 
centrações plasmáticas mais altas de magnésio. Por esse 
motivo, os autores sugerem que, nos serviços de saúde, 
as gestantes que apresentam altas concentrações plasmá- 
ticas de magnésio deveriam ser acompanhadas com ava- 
liações mais acuradas, para que se diminua o risco de 
pré-eclâmpsia. 

Hiperexcitabilidade neuromuscular, hipocalcemia e 
hipocalemia são algumas das alterações frequentemen- 
te associadas com hipomagnesemia.”” Complicações as- 
sociadas à deficiência subclínica de magnésio em longo 
prazo ainda estão pouco esclarecidas. Como exemplo, 
pode-se destacar alterações na homeostase da glicose, 
hipertensão, aterosclerose e alterações na eritropoese 
que podem explicar muitos dos mecanismos pelos 
quais o status de magnésio se modifica em muitas con- 
dições clínicas crônicas, incluindo a obesidade.” Na 
restrição dietética grave de magnésio, a perda de massa 
óssea foi uma das mais importantes alterações observa- 
das tanto em modelos murinos como em estudos com 
tecido ósseo. Supõe-se que, nessa condição, para a ma- 
nutenção das concentrações plasmáticas adequadas de 
magnésio, ocorra aumento desproporcional da diferen- 
ciação dos osteoclastos, responsáveis pela degradação 
óssea e liberação do magnésio para o plasma.” Nesse 
contexto, é importante destacar que a osteoporose é 
uma das doenças crônicas frequentemente associadas 
com a inadequação no consumo de magnésio. 

Em todos os tecidos, tanto em membranas externas 
quanto em organelas, o mecanismo de transporte de 
magnésio é mediado por canais e trocadores. Enquanto 
os primeiros estão predominantemente relacionados 
com o acúmulo de magnésio, os trocadores medeiam sua 
excreção. A Tabela 17.1 apresenta os principais canais, 
carreadores, antiportes e trocadores responsáveis pelo 
fluxo do magnésio entre compartimentos. 


MAGNÉSIO E EXPRESSÃO GÊNICA 


Nos últimos 15 anos, estudos genéticos possibilita- 
ram a identificação de vários genes essenciais no contro- 
le da homeostase do magnésio. Muito do que se sabe está 
relacionado a alterações causadas por mutações e poli- 
morfismos de nucleotídeo único (SNP, single nucleotide 
polymorphisms) sobre a atividade de proteínas envolvidas 
com o seu transporte. 

As alterações geneticamente determinadas das con- 
centrações plasmáticas de magnésio podem ser decor- 
rentes tanto do aumento da sua excreção urinária quan- 
to da redução de sua absorção intestinal. A associação 
dessas alterações especialmente com diabete e hiperten- 


221 


222 Genômica nutricional 


Tabela 17.1 Transportadores de magnésio em organismos eucariotos 


Família Membros Tipo Referência 
Mecanismos de entrada 
TRPM TRPM6 Canal Schlingmann et al. (2002)? 
TRPM7 Canal Nadler et al. (2001)! 
Claudina Claudina 16 (PCLN-1) Canal Simon et al. (1999)? 
Claudina 19 Canal Hou et al. (2009) 
Goytain e Quamme (2005) 
MagT1 MagT1 Canal Zhou e Clapham (2009)* 
Membrana SLC41 SLC41A1 Carreador Goytain e Quamme (2005)! 
celular SLC41A2 Carreador Sahni et al. (2007)'º 
ACDP1 Carreador : u 
ACDP ACDP2 Caireadof Goytain e Quamme (2005) 
NIPA NIPA1 (SPG6) Carreador Goytain et al. (2007)” 
NIPA2 Carreador Goytain e Quamme (2008)* 
n at aa Carreador . 48 
Huntingtina Huntingtina 1 (HIP14) HIP14L Carreador Goytain e Quamme (2008) 
Mitocôndria Mrs2 Mrs2/AtMrs2, Lpe10 Canal Kolisek et al. (2003) 
` MMgT1 Canal . 8 
Complexo de Golgi MMgt MMgT2 Canal Goytain e Quamme (2008) 
Mecanismos de saida 
Gunther et al. (1984) 
Trocador Na*/Mg? Sistema antiporte Tashiro e Konishi (1997) 
Membrana celular Cefaratti et al. (1998)” 
SLC41 SLC41A1 Carreador Kolisek et al. (2008) 


Fonte: Romani." 


são”! tem contribuído para o entendimento do papel do 
magnésio em funções fisiológicas ainda pouco esclare- 
cidas. Uma vez que muitos casos de hipomagnesemia he- 
reditária permanecem inexplicados, espera-se que ou- 
tros genes sejam ainda identificados como importantes 
reguladores da homeostase do magnésio. O papel direto 
do magnésio sobre a expressão de genes alvo é, portanto, 
um profícuo campo de pesquisas. 


Canais 


A entrada de magnésio em todos os tipos celulares 
ocorre, fundamentalmente, por sua passagem por canais 
que têm alta especificidade pelo ion. Embora a maioria 
desses canais esteja localizada na membrana da célula, 
alguns são específicos de organelas como a mitocôndria e 
o complexo de Golgi, e muitos deles são também per- 
meáveis a outros cátions.” 


Canais TRPM 


Os canais de receptores transientes de potencial 
(TRP, transient receptor potencial channel) são largamente 


expressos em diversos tecidos e células e estão envolvidos 
em inúmeros processos fisiológicos, dentre os quais a ho- 
meostase de íons. Esses canais compõem uma grande fa- 
mília subdividida em outras sete, sendo uma delas a subfa- 
milia dos canais de receptores transientes de potencial do 
tipo melastatina. Esses canais iônicos estão presentes na 
maioria dos tecidos e ainda subdividem-se em quatro gru- 
pos: TRPM1/3, TRPM2/8, TRPM4/5 e TRPM6/7.20555 

Os TRPM que apresentam permeabilidade seletiva 
pelo Mg” e que, portanto, participam da regulação da 
homeostase do mineral são o TRPM6 e o TRPM7, como 
já mencionado. O TRPM6 está especificamente localiza- 
do no cólon e no túbulo contorcido distal do néfron, en- 
quanto o TRPM7 está presente em quase todos os teci- 
dos.” Por esse perfil de distribuição, o TRPM6 tem um 
papel no controle da homeostase corporal de magnésio 
via absorção intestinal e reabsorção renal, ao passo que o 
TRPM7 está mais associado ao controle da homeostase 
intracelular. 

Embora esses canais compartilhem grande número 
de similaridades em suas estruturas e funções, eles dife- 
rem em aspectos que variam desde a sua localização até o 
seu papel na modulação hormonal. 


TRPM6 


O TRPM6 tem propriedades eletrofisiológicas simila- 
res as do TRPM7, mas suas funções não se sobrepõem. O 
TRPM6 é capaz de se heterodimerizar com o TRPM7, e 
essa interação parece promover a translocação de TRPM6 
de um compartimento intracelular para a superfície da 
célula. O TRPM6 pode modular a função do TRPM7, 
mas o contrário não acontece. A função do TRPM6 como 
mediador do transporte ativo de magnésio na absorção 
intestinal e na reabsorção renal o torna muito importan- 
te quando a quantidade ingerida de magnésio por meio 
de alimentos é baixa. Ao contrário do TRPM7, o TRPM6 
está localizado exclusivamente no cólon e nos túbulos 
contorcidos distais.!” 

O gene que codifica o TRPM6 localiza-se no cromos- 
somo 9 (locus 9q21.13),* primariamente identificado co- 
mo sítio de várias mutações gênicas em pacientes com 
hipomagnesemia com hipocalcemia secundária (HSH, 
hypomagnesaemia with secondary hypocalcaemia). A HSH 
é uma doença autossômica recessiva rara caracterizada 
pela perda da regulação da excreção de Mg** e Ca?*. Mu- 
tações no canal TRPM6 prejudicam a absorção intestinal 
de magnésio, bem como a sua reabsorção renal, causando 
hipomagnesemia grave o suficiente para alterar a regula- 
ção do metabolismo do cálcio pela paratireoide. Esse 
quadro instala um estado de hipomagnesemia com hipo- 
calcemia secundária.” 

A regulação da expressão gênica/atividade do TRPM6, 
da mesma maneira que acontece com o TRPMY, é de- 
pendente das concentrações intracelulares de magnésio, 
embora ainda não se saiba o mecanismo exato de regula- 
ção in vivo. Sabe-se que o magnésio alimentar interfere 
de diferentes formas na regulação do TRMP6 do cólon e 
dos rins. A restrição alimentar de magnésio resulta no 
aumento da expressão de TRPM6 nesses órgãos, enquan- 
to o consumo por roedores de rações suplementadas com 
o mineral acarreta o aumento da expressão do canal no 
cólon, mas a diminuição nos rins.” 

Já foi descrito que estrógeno, fator de crescimento 
epidérmico (EGE, epidermal growth fator) e moléculas de 
sinalização celular são capazes de modular a atividade do 
TRPM6. Em condições de baixas concentrações circulan- 
tes de estrógeno, há inibição do TRPM6, uma vez que 
esse hormônio aumenta a expressão gênica desse canal, 
sem interferir na expressão gênica do TRPM7."' O au- 
mento da expressão do receptor da atividade da proteína 
C quinase ativada (RACK1 — ancorador de outras proteí- 
nas em locais específicos, incluindo membrana e núcleo 
celulares) resulta em uma ligação deste ao domínio al- 
fa-quinase do TRPM6, o que possivelmente promove 
efeito inibitório da atividade do canal. Por fim, os meca- 
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nismos pelos quais o EGF (fator de crescimento que esti- 
mula o crescimento, proliferação e diferenciação celular 
que também atua como hormônio magnesiotrópico) 
modula a atividade do TRPM6 ainda não estão clara- 
mente descritos, porém há evidências de que envolvem a 
via de sinalização ERK1/2 (extracelular signal-regulated 
protein kinases 1 and 2).º 


TRPM7 


O gene homólogo à proteína TRPM, localizado no 
cromossomo 15 (locus 15921), codifica o TRPM7, que é 
formado por 1.865 aminoácidos, distribuídos em seis do- 
mínios transmembrana e com ambas as terminações (C— 
e N-) internalizadas, o que o torna apto a atuar tanto 
como canal de íons quanto como uma serina/treonina 
quinase. A atividade de quinase é essencial para a função 
de canal e permite que ainda participe da sinalização de 
vias celulares. Além disso, a ligação do mineral ao ATP 
promove ativação do TRPM7, em baixas concentrações 
de magnésio celular." 

O TRPM7 é essencial como canal, não só permeável 
ao magnésio, como também a uma ampla gama de cá- 
tions divalentes, incluindo zinco, cobalto e manganês. No 
entanto, diferentemente dos outros canais da família 
TRP, este se mostrou mais permeável ao magnésio do que 
ao cálcio. Quando o meio extracelular não contém mag- 
nésio, o TRPM7 pode também conduzir cátions mono- 
valentes, como o Na*.!? 

Em estudo com células que sofreram deleção do gene 
TRPMY, a deficiência intracelular de magnésio foi obser- 
vada mesmo quando o meio era rico no mineral, de- 
monstrando a importância desse canal para a internali- 
zação de Mg” na célula.” Em linfócitos, a mudança de 
conformação dessa proteína resultou em bloqueio da 
progressão do ciclo celular.? Camundongos que sofrem 
deleção do domínio quinase do TRPM7 morrem ainda 
no útero, ao passo que os animais heterozigotos desen- 
volvem hipomagnesemia.™ 

Tanto a atividade do canal quanto sua expressão gê- 
nica podem ser moduladas pelo conteúdo intracelular 
de magnésio e pelo complexo ATP-Mg, mecanismo pelo 
qual ele atua como sensor do mineral.” Estudo pioneiro 
de Nikonorova et al. demonstrou como o magnésio 
atua como regulador pós-transcricional da expressão gê- 
nica dos canais TRPM7: no sentido 5’ do RNAm que co- 
difica a proteína, há duas uORF (upstream open reading 
frames, região de leitura de fase aberta a montante) que 
atuam em conjunto para inibir a tradução quando as con- 
centrações intracelulares de magnésio estão altas. Quan- 
do há pouco magnésio na célula (condição em que a ati- 
vidade enzimática desse canal é importante), por meio 
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desse mecanismo de regulação, a tradução do canal é au- 
mentada, facilitando o influxo de magnésio do meio ex- 
tracelular (Figura 17.3). 

Além da regulação da expressão do gene TRPM7 pela 
concentração intracelular do próprio mineral, há ainda a 
regulação da sua função mediada pelo 4,5-bifosfato de 
fosfatidilinositol (PIP2), substrato da fosfolipase C (PLC 
— enzima envolvida em vias de transdução de sinais in- 
tracelulares). Demonstrou-se que a hidrólise do PIP2 
inativa o canal TRPM7. A PLC e o TRPM7 têm seus sítios 
catalíticos interligados e a inativação deste pela hidrólise 
do substrato catalítico da PLC reitera a influência do 
magnésio nos processos de sinalização celular dependen- 
tes de reações de quinases.“ 


Paracelina-1 


A paracelina-1 (claudina-16 ou PCLN1) é uma pro- 
teina de 305 aminoácidos codificada pelo gene PCLNI, 
localizado na região cromossômica 3q27. Análises com- 
parativas das sequências éxon-íntron desse gene em ratos 
e em humanos demonstram homologia completa entre 
as duas espécies, indicando sua preservação evolucioná- 
ria.” A paracelina-1 é uma proteína membro da família 
das claudinas, que compreende um grupo de proteínas 
de junção celular (tipo tight junction) com quatro domí- 
nios transmembrana, coordenados por duas dobras ex- 
tracelulares e terminações C- e N- na porção citoplas- 
mática. A paracelina-1, especificamente, está localizada 
na porção ascendente da alça de Henle. Grande parte da 
reabsorção paracelular de magnésio nos rins é mediada 
por essa proteína.” 

Mais de vinte mutações que alteram a permeabilida- 
de da PCLNI já foram identificadas.” Mutações de perda 
de função estão associadas com uma doença renal here- 
ditária que promove aumento da excreção urinária de 
magnésio e cálcio: a hipomagnesemia com hipercalciúria 
e nefrocalcinose familiar (FHHNC, familial hypomagne- 
semia with hypercalciuria and nephrocalcinosis). Embora 
o papel específico da PCLN1 não esteja claro, admite-se 
que essa proteína tenha grande importância na regulação 
da absorção do magnésio não só nos rins, mas também 
no intestino." 


Carreador — SLC41A1 


O transportador de magnésio SLC41A1 (solute car- 
rier family 41 — magnesium transporter — member 1) é 
membro da família de carreadores solúveis que, em hu- 
manos, compreende dez domínios transmembrana, dos 
quais dois são homólogos ao MgtE (proteína de mem- 
brana transportadora de magnésio de algumas bactérias). 
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Figura 17.3 Regulação da expressão do gene TRPM7 pela concen- 
tração intracelular de Mg”. Há duas fases de leitura aberta (uORF) 
no sentido 5’ da região não traduzida (UTR) do RNAm que codifica o 
TRPM7. Quando as concentrações de magnésio estão altas, há um 
bloqueio sinérgico da tradução da proteína pelo desligamento do ri- 
bossomo quando este atinge o final das duas uORF, antes de chegar 
ao códon de iniciação da tradução da proteína. Entretanto, quando as 
concentrações de magnésio estão baixas, as regiões uORF permitem 
que o ribossomo continue a tradução gênica. Fonte: adaptada de Ni- 
konorova et al.® 
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O gene SLC41A1 está localizado na posição cromossômi- 
ca 1q32.1 e codifica a proteína de 513 aminoácidos. Sua 
transcrição é estimulada em condição de baixa concen- 
tração intracelular de magnésio. Em ratos, ela é expressa 
em diversos tecidos: cérebro, rins, fígado, cólon e intesti- 
no delgado. Quando esses animais foram alimentados 
com rações pobres em magnésio, observou-se aumento 
da expressão de SLC41A1 nos rins, cólon e coração. Em- 
bora essa proteína não tenha seletividade específica para 
o magnésio, o transporte desse mineral por ela parece 
ser preferencial. Em razão das observações experimen- 
tais expostas, o SLC41A1 parece ser um importante regu- 
lador do transporte intracelular de magnésio.” 


VARIAÇÕES GENÉTICAS RELACIONADAS A 
HOMEOSTASE DE MAGNESIO 


A hipomagnesemia hereditária compreende um nú- 
mero de doenças raras, descritas com frequência cada vez 
maior em razão da disponibilidade de ferramentas de 
biologia molecular. Elas decorrem de defeitos em genes 
relacionados tanto com a absorção gastrintestinal quanto 
com a filtração renal ou com a distribuição celular do 
magnésio.” 

A síndrome de Gitelman, a mais comum das hipo- 
magnesemias hereditárias (1 a cada 40 mil nascimentos), 
é associada com um defeito primário no gene SLC12A3, 
que codifica o cotransportador de NaCl sensível aos 
tiazídicos (NCCT, NaCl cotransporter thiazide-sensitive). 


Esse transportador é expresso exclusivamente na mem- 
brana apical de células da alça de Henle, e o prejuízo na 
reabsorção de cloreto de sódio causado pela disfunção 
dessa proteína promove poliúria e redução do volume 
plasmático. Como consequência do desequilíbrio eletro- 
lítico que cursa com a doença, há hiperativação do siste- 
ma renina-angiotesina-aldosterona. Há indícios de que a 
hiperaldosteronemia que acompanha a doença seja res- 
ponsável pela redução da expressão/atividade do TRPM6 
nas células renais do túbulo contorcido distal. Entretan- 
to, o mecanismo pelo qual esse hormônio poderia afetar 
a expressão e/ou a atividade do TRPM6 ainda não está 
esclarecido.“ 

Defeitos nos genes que codificam as claudinas 16 e 19 
(CLDN16 e CLDN19 — envolvidas no mecanismo para- 
celular de reabsorção do magnésio na alça de Henle) e o 
receptor sensível aos cátions divalentes (CaSR, modula- 
dor da excreção urinária de magnésio) estão incluídos 
entre outras causas monogênicas de hipomagnesemia 
hereditária. A HSH, causada por mutações de perda de 
função do gene TRPM6, foi até então identificada em 
apenas cinquenta casos. Apesar disso, o papel crítico des- 
se gene no transporte de magnésio pôde ser evidenciado 
nesses poucos pacientes, que apresentaram concentra- 
ções de magnésio plasmático de cerca de 0,2 mmol/L, ou 
seja, muito baixas.” 

Alguns determinantes genéticos da magnesemia na 
população geral foram identificados pelo estudo de Me- 
yer et al., uma metanálise de associação de mais de 2,5 
milhões de SNP com concentrações plasmáticas de mag- 
nésio em mais de 15.000 indivíduos. Variantes em seis 
regiões genômicas (SNP próximos ou na região dos ge- 
nes MUCI, ATP2B1, DCDC5, TRPM6, SHROOM3 e 
MDS1) foram associadas com hipomagnesemia. Curio- 
samente, desses genes, apenas o TRPM6 era sabidamente 
envolvido com o metabolismo de magnésio. Ainda que, 
por ora, o papel dos genes ATP2B1 (remoção celular de 
íons de cálcio) e SHROOM3 (supostamente envolvido 
com o maquinário proteico de filtração glomerular) so- 
bre a homeostase de magnésio seja biologicamente plau- 
sível, é preciso elucidar se os genes MUCI, DCDC5 e 
MDS! participam direta ou indiretamente no metabolis- 
mo do mineral.” 

Em função da relação intrínseca da homeostase do 
magnésio com o metabolismo da glicose, a investigação 
do efeito interativo entre a ingestão alimentar de magné- 
sio e a presença de variações em genes relacionados com 
seu metabolismo tem contribuído para o entendimento 
dos fatores preditores do diabete melito tipo 2 (DM2) (re- 
visão em Hruby et al.””). Song et al.;”! por exemplo, des- 
crevem que carreadores de dois alelos comuns do gene 
TRPM6 (Val1393Ile no éxon 29 — rs3750425 e Lis1584Glu 
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no éxon 30 — rs2274924) podem ter risco aumentado de 
DM2 quando expostos a dietas pobres em magnésio. 

Nair et al.,” em estudo feito com amostra proveniente 
de uma coorte de gestantes (Berlin Birth Cohort), obser- 
varam que carreadoras do alelo variante em relação ao 
SNP rs2274924 do TRPM6 apresentavam maior prevalên- 
cia de diabete gestacional. Em teste de funcionalidade da 
variante in vitro, esses autores descrevem que a substitui- 
ção de aminoácidos resultante desse polimorfismo altera o 
sítio de fosforilação do TRPM6 após a ativação da cascata 
de sinalização da insulina. Como consequência, há a pro- 
dução de um canal TRPM6 insensível aos efeitos de esti- 
mulo da sua atividade em resposta à ação do hormônio. 
Estudo observacional com mais de 50.000 indivíduos resi- 
dentes na Europa e nos Estados Unidos observou que as 
variantes rs3750425 e 1s2274924 do TRPM6 associaram-se 
com maiores valores de glicose de jejum, mesmo na ausên- 
cia de pacientes com diabetes melito na amostra.” 

Os muitos dados epidemiológicos que descrevem 
forte correlação entre baixa ingestão de magnésio e dimi- 
nuição da sensibilidade à insulina e as evidências de que 
a própria insulina regula as concentrações intracelula- 
res de magnésio levam à reflexão sobre quais benefícios o 
maior consumo alimentar de magnésio poderia trazer 
aos indivíduos com DM2. Sabe-se que indivíduos que 
apresentam essa doença têm a compartimentalização do 
magnésio alterada (baixas concentrações intracelulares 
do mineral); entretanto, ainda não está claro qual a causa 
dessas alterações.”* Não se sabe, por exemplo, se a doença 
altera a utilização do magnésio ou se os problemas pri- 
mários na homeostase do mineral predispõem à instala- 
ção da doença. O risco individual para o DM2 varia mui- 
to entre os indivíduos, e a compreensão dos intricados 
processos de interação gene-ambiente que determinam o 
risco para o desenvolvimento de DM2 possibilitará o de- 
senho de melhores estratégias de prevenção e tratamento 
dessa condição. 


ALTERAÇÕES NA EXPRESSÃO GÊNICA DECORRENTES 
DA INGESTÃO DE MAGNÉSIO 


A deficiência de magnésio não é incomum. Graham 
et al.” descreveram que mais da metade da população 
mundial apresenta deficiência de alguns minerais, dentre 
os quais o magnésio. No Brasil, entre estudantes univer- 
sitários aparentemente saudáveis, Sales et al.” observa- 
ram alta prevalência de deficiência subclínica de magné- 
sio (42%), provavelmente associada à alta probabilidade 
de inadequação da ingestão alimentar do mineral obser- 
vada pelos autores. 

Sabe-se que o magnésio atua por mecanismos dire- 
tos e indiretos sobre a expressão gênica dos canais que 
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regulam sua própria homeostase. Por outro lado, pa- 
drões de expressão gênica global decorrentes da depleção 
tecidual de magnésio podem ocorrer de maneira inde- 
pendente do status do mineral. Alguns autores propõem 
que modelos de restrição alimentar ou de suplementação 
de magnésio em curto prazo possam ser mais apropria- 
dos para a investigação dos efeitos diretos isolados desse 
mineral nas células de diversos tecidos. Nesse sentido, 
muitos resultados de estudos com modelos de deficiên- 
cia de magnésio crônica podem ser mascarados pela pre- 
sença de complicações sistêmicas dela decorrentes, como 
as alterações no crescimento celular, no equilíbrio eletro- 
lítico, aumento do estresse oxidativo e da inflamação e 
quadro de resistência celular à ação da insulina.” 

Os perfis de expressão gênica diferencial foram ava- 
liados em número limitado de estudos em tecidos de ani- 
mais expostos à restrição dietética de magnésio (Tabela 
17.2). Pelas observações feitas em camundongos geneti- 
camente predispostos à deficiência de magnésio (gerados 
por cruzamentos seletivos), Ozgo et al.” sugerem que 
respostas fisiopatológicas à restrição do mineral podem 
ser distintas entre linhagens de animais com diferentes 
backgrounds genéticos. Ainda assim, a restrição dietética 
grave de magnésio e de curto prazo pareceu induzir siste- 
maticamente respostas fisiológicas condizentes com alte- 
rações precoces de aumento do estresse oxidativo, de al- 
terações no fluxo de íons (sobretudo de cálcio) e no 
remodelamento dos diferentes tecidos avaliados.*! Em 


longo prazo, a restrição crônica e moderada de magnésio 
dietético induziu alterações semelhantes no perfil de ex- 
pressão gênica hepática, corroborando a hipótese de que 
o envelhecimento tecidual precoce acompanha a defi- 
ciência do mineral.” 

Em estudo piloto com humanos, foram descritos os 
perfis transcriptômicos e proteômicos de amostras de 
sangue e urina obtidas de 14 indivíduos com sobrepeso 
submetidos à suplementação oral com magnésio (500 
mg/dia) em curto prazo (quatro semanas). Os autores 
observaram que a suplementação esteve associada com 
aumento da expressão de 24 genes e redução da expres- 
são de outros 36, quando comparada ao placebo. Embo- 
ra muitos desses genes diferencialmente expressos fos- 
sem sabidamente envolvidos em vias do metabolismo de 
glicose e da resposta inflamatória, mais da metade deles 
tinha função desconhecida. A análise da urina indicou 
padrões proteômicos diferenciados em resposta à suple- 
mentação de magnésio, o que corroborou os achados de 
alterações sistêmicas e moleculares após a suplementa- 
ção do mineral. Segundo os autores, a próxima etapa se- 
ria a de identificação das proteínas excretadas.* 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A compreensão dos mecanismos da homeostase sistê- 
mica e celular de magnésio avançou significativamente na 
última década, apontando perspectivas de interações 


Tabela 17.2 Estudos de expressão gênica diferencial (microarray de DNAc) em modelos animais de restrição de magnésio 


Modelo Tecido Array Expressão gênica diferencial” Referência 
1 Ciclina G2 (regulador negativo do ciclo celular) 
Camundongos OF1 1 Proteína 78 regulada pela glicose 
(fêmeas de 8 semanas) 1.176 genes com 1 Ativador do receptor de TNF associado ao 
com restrição dietética Mucosa funções conhecidas fator nuclear kappa-B (induzidas por estresse E a 
de Mg (30 mg/kg de intestinal (Atlas™ Mouse 1.2 oxidativo) Zimowska et al. (2002) 
ração) por curto prazo Array, Clontech) 1 Glutationa peroxidase 3 (enzima antioxidante) 
(3 dias) | Citoqueratina 19 (associada com redução da 
proliferação e diferenciação celular) 
1 Citocromo c oxidase (cadeia respiratória 
: mitocondrial) 
SELES Weier (machas 1.176 genes com 1 Glutationa transferase e cobre-zinco superóxido 
de 3 semanas) com E i : : ees 
Fasano tónica do Tio funções conhecidas dismutase (enzimas antioxidantes) Petrault et al. (2002)” 
ç E (Atlas™ Rat 1.2 Array, + HSP84 e HSP70 (proteínas de choque térmico, ê 
Mg (35 mg/kg de ração) cl h inibid d E SAE lul 
or curto prezo (2 dias) ontech) inibidoras da agregação proteica intracelu ar) 
p 1 GADD45 (induzida por dano ao DNA) 
| Cotrasportador de Na/P 1 
: | FKBP12 e PDI (expressão reduzida durante 
Camundongos Swiss qua À 
a ativação da via do fatortransformador de 
CD1 (machos de 3 150 genes da resposta : 
semanas) com restrição celular ao estresse ee TGE beran) 
Epidídimo | RAD23B, gp96 e CCT calnexina (proteínas de Vernet et al. (2004)? 


(Atlas™ Mouse Stress 
Arrays; Clontech) 


dietética de Mg (30 mg/ 
kg de ração) por curto 
prazo (14 dias) 


choque térmico e ligantes de Ca intracelular). 
1 p38-MAPK (transdutora de sinais celulares, 
incluindo a via do TGF-beta1) 


(continua) 
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Tabela 17.2 Estudos de expressão gênica diferencial (microarray de DNAc) em modelos animais de restrição de magnésio (continuação) 


Modelo 


Camundongos 
C57BL/6 (fêmeas de 
10-12 semanas) com 

restrição de Mg (90% de 
restrição) por 21 dias 


Camundongos C57BL/6 
NHsd (fêmeas de 6 
semanas) com restrição 
dietética de Mg (50 mg/ 
kg de ração) por curto 
prazo (26 dias) 


Camundongos (fêmeas 
de 4 meses) deficientes 
em Mg com restrição 
dietética do mineral (30 
mg/kg de ração) por 
curto prazo (7 dias) 


Ratos Sprague-Dawley 
(machos de 4 semanas 
de idade) com restrição 
de Mg (150 mg/kg de 
ração) por longo prazo 
(2 anos) 


Tecido Array 


1.176 genes com 
funções conhecidas 
(Atlas™ Mouse 1.2 

Array, Clontech) 


Pulmão 


274 genes de citocinas 
e receptores celulares 
(PIQOR™ Cytokines 
& Receptors Mouse 
Microarray, Memorec 
Biotec GmbH) 


Pulmão 


1.176 genes com 
funções conhecidas 
(Atlas™ Mouse 1.2 

Array, Clontech) 


Rins 


7.000 genes com 
funções conhecidas 
(RGU34A gene 
expression 
probe array, 
Affymetrix) 


Fígado 


1 cdc42, CASP2, CyclinT1 (regulador do ciclo e 
crescimento celular, da síntese proteica e de 


1 CCL4 (quimioatrativo e coativador de monócitos 


calreticulina (proteína de estoque de cálcio) 
| Genes proteolíticos e | DNA topoisomerase 
| Glutationa transferase (enzima antioxidante) 


Expressão gênica diferencial” Referência 


+ NF-E2-related factor-2 (gene ativador do 
potencial antioxidante) 


Nasulewicz et al. 


80 
ácidos nucleicos e da apoptose) (2004) 


| distroglicano, integrina alfa 6, P-selectina 


(moléculas de adesão celular) 


1 G-CSF-R (regulador da diferenciação 
e proliferação de células endoteliais, 
antiapoptótico) 


79 
Moe Sabbagh et al. (2005) 


| Osteoponina (proteína com ação inibidora 
da produção excessiva de óxido nítrico por 


macrófagos alveolares) 


| Fatores de transcrição básicos 
| Fatores de crescimento 


| Osteoponina (proteína inibidora da calcificação 


renal) Ozgo et al. (2007) 


1 Receptor A de colecistoquinina (responsiva à 


função renal prejudicada) 
1 Receptor do hormônio do crescimento 


| Genes envolvidos no metabolismo energético e 


respiratório 


| Genes envolvidos na citoarquitetura hepática 


1 Atp2a2 (transportador de cálcio) e | 
Martin et al. (2007) 


1 Ddit3 (induzida por dano ao DNA) e 7 Bcl-2 


(proteína pró-apoptótica) 


* Expressão aumentada ou diminuída em pelo menos duas vezes quando comparada às amostras controle. 


nutrigenéticas/nutrigenômicas desse mineral na manu- 
tenção da saúde e na redução do risco de doenças crônicas 
não transmissíveis. Com o conhecimento gerado a partir 
desses estudos, lacunas ainda existentes nos modelos expli- 
cativos do metabolismo de magnésio poderão ser preen- 
chidas. Avanços nesse sentido incluem a melhor com- 
preensão de vias de sinalização envolvidas na homeostase 
celular de magnésio e a identificação de canais e transpor- 
tadores não só desse mineral, mas também de cálcio e de 
outros íons que interagem com o seu metabolismo. 
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INTRODUÇÃO 


Sabe-se que os hábitos alimentares inadequados e o 
sedentarismo estão relacionados ao aumento do risco do 
desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis 
(DCNT), como as cardiovasculares, o diabete melito tipo 
2 (DM2), o câncer, entre outras, e que a adesão a determi- 
nados padrões alimentares reduz o risco de incidência 
dessas doenças.”? Estudos epidemiológicos revelam cor- 
relações positivas entre alimentação rica em frutas e hor- 
taliças e aspectos benéficos à saúde. Essa relação tem sido 
atribuída ao fato de esses alimentos apresentarem, além 
dos nutrientes essenciais, compostos bioativos de alimen- 
tos (CBA) de natureza química diversa, os quais têm ações 
biológicas importantes, atuando por meio da modulação 
de eventos moleculares e vias de sinalização celular. 

Dentre os diversos CBA encontrados na natureza, 
destacam-se os polifenóis, que têm sido objeto de pesqui- 
sas em todo o mundo. Tais pesquisas evidenciam o seu 
potencial de redução do risco de DCNT em razão de seus 
efeitos múltiplos, como os anti-inflamatórios, antioxi- 
dantes, vasodilatadores, quimiopreventivos e neuropro- 
tetores.”* Esses benefícios podem ser atribuídos tanto a 
mecanismos não específicos relacionados à capacidade 
antioxidante, que incluem a captura ou o sequestro de 
espécies reativas de oxigênio (ERO), quanto aos mecanis- 
mos específicos, que envolvem interações com proteínas 
celulares essenciais em determinadas vias metabólicas.”* 

Estudos in vitro evidenciam que os polifenóis apre- 
sentam a capacidade de modular a expressão gênica e a 
atividade de enzimas, de receptores nucleares e de fatores 
de transcrição, podendo influenciar vias de sinalização 
celular que regulam eventos complexos, como a resposta 
inflamatoria.*’ A ação anti-inflamatória de alguns poli- 


fenóis é baseada em mecanismos importantes, os quais 
ilustram a abrangência de suas ações em relação à saúde. 

A inflamação é um processo complexo que envolve 
diversas vias de sinalização celular, ativação/inibição de 
fatores de transcrição e aumento da expressão de protei- 
nas com ação pró-inflamatória. Os polifenóis atuam em 
vários alvos moleculares envolvidos na cascata de sinali- 
zação da inflamação, o que resulta na modulação da ex- 
pressão de genes que codificam citocinas pró-inflamató- 
rias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) e a 
interleucina-1 (IL-1beta).’”° 

O estudo de mecanismos complexos, envolvendo de- 
zenas de alvos moleculares, foi beneficiado nos últimos 
anos pelo desenvolvimento e aplicação das tecnologias 
ômicas e pelo conceito de biologia de sistemas, que são 
aplicados à genômica nutricional.''? A transcriptômica, 
a proteômica, a metabolômica e a bioinformática permi- 
tem analisar, em fluidos, tecidos ou órgãos, milhares de 
proteínas e metabólitos simultaneamente e, assim, desco- 
brir alvos moleculares dos CBA e suas consequentes 
ações no metabolismo. Estudos metagenômicos aplica- 
dos ao microbioma intestinal, por exemplo, permitem 
descobrir a interação recíproca entre microbioma e poli- 
fenóis, inferir sobre a biotransformação e identificar os 
derivados desses compostos que realmente chegam às 
células, facilitando a compreensão dos mecanismos en- 
volvidos e a instituição de intervenções nutricionais per- 
sonalizadas.!-! 

Neste capítulo, serão discutidas as ações dos polifenóis, 
particularmente dos flavonoides, na expressão gênica em 
diferentes tecidos e condições, tendo como foco sua ação 
antioxidante e anti-inflamatória. Será também explorada 
sua ação em mecanismos epigenéticos e como esses meca- 
nismos explicam a sua atuação na promoção da saúde. 


ESTRUTURA QUÍMICA E INGESTÃO DE FLAVONOIDES 


Os polifenóis são metabólitos secundários consti- 
tuintes de plantas superiores, encontrados em enorme 
variedade de alimentos de origem vegetal, como frutas, 
hortaliças e cereais, além de estarem presentes em bebi- 
das preparadas com matérias-primas vegetais, como café, 
chás e vinho. 

Os polifenóis podem variar de moléculas simples a 
polímeros de alto peso molecular e podem ser agrupados 
de acordo com a estrutura química básica em diferentes 
grandes classes: ácidos fenólicos, flavonoides, estilbenos e 
taninos. 

Os flavonoides possuem estrutura básica de quinze 
carbonos no seu núcleo fundamental (C6-C3-C6), com- 
posto por dois anéis aromáticos (anel A e B) unidos por 
uma cadeia linear de três carbonos que podem formar 
um anel heterocíclico (anel C) (Figura 18.1). O anel A é 
formado a partir da condensação de três unidades de ace- 
tato, enquanto o anel B e os três carbonos do anel central 
constituem uma unidade fenilpropanoide a partir do 
p-cumaroil-CoA.! 

Dependendo da oxidação do anel central C e da 
posição do anel B, os flavonoides são classificados em 
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diversas subclasses. As principais subclasses de flavo- 
noides presentes na alimentação são os flavonóis, as fla- 
vonas, os flavanóis (ou flavan-3-óis), as antocianidinas, 
as flavanonas, as isoflavonas e as chalconas (Figura 
18.1). Na maioria dos flavonoides, o anel B está ligado 
na posição 2 do anel C; contudo, em alguns casos, o anel 
B pode estar ligado na posição 3 do anel C, como ocorre 
com as isoflavonas. Os compostos individuais dentro de 
cada subclasse são diferenciados pelo número e posição 
de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aro- 
máticos." 

Dentre as classes de flavonoides, os flavonóis são os 
mais difundidos nas plantas. Os principais representan- 
tes na alimentação são a quercetina, o caenferol, a iso- 
ramnetina e a miricetina. Já as flavanonas são comuns 
em frutas cítricas e incluem a naringenina, presente na 
toranja, e a hesperidina, na laranja. As antocianidinas, 
em pH ácido, apresentam-se na forma protonada deno- 
minada cátion flavilium e conferem pigmentação a di- 
versas frutas e hortaliças, como morango, mirtilo, amo- 
ra-preta, cebola roxa e berinjela, entre outras. Os 
flavanóis podem ser encontrados livres como a (+)-cate- 
quina e (-)-epicatequina nas uvas, ou esterificados ao 
ácido gálico, como a (-)-epigalocatequina-3-O-galato, 
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Figura 18.1 Estrutura básica de flavonoides e as principais classes encontradas em alimentos. Fonte: adaptada de Crozier et al." 
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predominante nas folhas de Camellia sinensis, maté- 
ria-prima do chá-verde. As catequinas podem, ainda, for- 
mar estruturas complexas como as proantocianidinas 
oligoméricas e poliméricas, presentes no chocolate.'"? 

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas ou li- 
gados a moléculas de carboidratos (forma glicosilada). 
Os flavonoides glicosilados mais comuns são os O-glico- 
sídeos, nos quais um ou mais grupos hidroxila estão liga- 
dos a um ou mais açúcares por uma ligação hemicetal, os 
quais algumas vezes estão ligados a grupos acila. Entre- 
tanto, podem ser encontrados como C-glicosídeos quan- 
do os açúcares estão ligados diretamente à estrutura (Fi- 
gura 18.2). Frequentemente, os açúcares conjugados aos 
flavonoides são a D-glicose e a rutinose, mas outros açú- 
cares também podem estar presentes, como a galactose, a 
xilose e a arabinose. A conjugação geralmente ocorre na 
posição 3 do anel C, podendo também ocorrer nas posi- 
ções C-5, C-7, C-3, C-4 e C-57 

A estimativa de ingestão diária dos flavonoides é 
bastante variada, de acordo com as diferentes caracte- 
rísticas regionais. No Reino Unido, a ingestão de flavo- 
noides foi estimada entre 103 e 210 mg/dia, com contri- 
buição principal dos flavanóis (58 a 64 mg/dia), das 
flavononas (22 a 89 mg/dia) e dos flavonóis (26 a 35 mg/ 
dia). Já nos Estados Unidos, estima-se uma ingestão de 


aproximadamente 1 g/dia, representada pela ingestão de 
flavononas, flavonóis, flavonas (160 a 175 mg/dia), an- 
tocianinas (180 a 215 mg/dia) e catequinas (220 mg/ 
dia).'* No Brasil, estima-se a ingestão de 60 a 106 mg/ 
dia de flavonoides, caracterizada principalmente pelas 
flavanonas.! 


MODULAÇÃO DA CASCATA DE SINALIZAÇÃO DE 
ENZIMAS ANTIOXIDANTES E DE DESTOXIFICAÇÃO 


Estresse oxidativo e atividade antioxidante 


As ERO e as espécies reativas de nitrogênio (ERN) 
atuam como importantes sinalizadores no controle da 
homeostase redox celular, exercendo função na defesa 
contra patógenos e modulando diversos processos bioló- 
gicos, como a sinalização celular, a resposta inflamatória, 
a apoptose e a proliferação celular. Entretanto, quando 
ocorre o desequilíbrio entre a produção de radicais livres 
e as defesas antioxidantes, há acúmulo de ERO e ERN, o 
que caracteriza o estresse oxidativo.” Tal situação resulta 
em danos a biomoléculas e em alteração na sinalização 
celular, contribuindo para o desenvolvimento de condi- 
ções fisiopatológicas como câncer, doenças cardiovascu- 
lares e neurodegenerativas.?:? 
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Figura 18.2 Flavonoides O-glicosídeos e C-glicosideos. 


Nesse sentido, compostos com capacidade antioxi- 
dante podem exercer efeitos protetores contra DCNT. 
Entende-se por mecanismos antioxidantes de ação direta 
aqueles relacionados à ação de sequestro e/ou neutraliza- 
ção de ERO e ERN, exercidos pelos compostos antioxi- 
dantes endógenos e exógenos. Dentre os antioxidantes 
endógenos mais relevantes, pode-se citar: 


E A glutationa (GSH), um tripeptídeo formado pe- 
los aminoácidos ácido glutâmico, cisteína e glicina, pre- 
sente nas células em concentrações milimolares. A GSH é 
importante na manutenção da homeostase redox, neu- 
tralizando diversas ERO, dentre as quais os radicais supe- 
róxido (O) e hidroxila (OH’), e as ERN, como óxido 
nítrico (NO’) e peroxinitrito (ONOO”). 

E A bilirrubina, produto final do catabolismo do he- 
me. Sugere-se que diferentes formas circulantes da bilir- 
rubina teriam a capacidade de remover ERO, inibindo a 
oxidação do colesterol de lipoproteínas de baixa densida- 
de (LDL). 

E As proteínas de transporte, como transferrina, lac- 
toferrina e albumina, as quais atuam como potentes que- 
lantes de metais e de radicais livres. 

= O urato, produto final do catabolismo das purinas 
a partir da ação da xantina oxidase, um potente antioxi- 
dante presente em células e fluidos biológicos.” 


Além destes, o organismo pode ainda ter o auxílio 
dos antioxidantes exógenos, obtidos a partir da alimen- 
tação, com destaque para os antioxidantes lipofílicos (co- 
mo alfa-tocoferol) e os hidrofílicos (como vitamina C), 
além de CBA, como os polifendis.” 

Os polifenóis são conhecidos por serem potentes 
agentes antioxidantes,” sendo essa propriedade um dos 
mecanismos propostos de proteção contra o excesso de 
ERO e ERN. Assim, os polifenóis podem ter ação direta 
sobre os radicais livres, como o ânion superóxido, os ra- 
dicais hidroxila, a alcoxila e a peroxila, neutralizando-os 
e diminuindo a ação deletéria destes sobre as macromo- 
léculas. 

Muitos alimentos de origem vegetal que contêm alto 
teor de polifenóis apresentam capacidade antioxidante 
elevada quando avaliada por métodos in vitro; entretan- 
to, a significância biológica desses resultados ainda não 
é clara, uma vez que tais modelos experimentais não 
consideram a biodisponibilidade desses compostos. A 
avaliação de diversos estudos clínicos com humanos 
indica que, após a ingestão de polifenóis por meio de 
alimentos e de bebidas, ou na forma isolada, em dose 
única, ocorre aumento do potencial antioxidante plas- 
mático entre 5 e 30%, em decorrência da absorção e pre- 
sença desses CBA. Por outro lado, na maioria dos estudos 
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envolvendo a ingestão repetida de alimentos — geral- 
mente uma porção/dia, durante uma a três semanas —, 
não se observou aumento da capacidade antioxidante 
plasmática.” 

Entretanto, a maior parte da defesa antioxidante do 
organismo é representada por um sistema de enzimas 
antioxidantes. Os polifenóis podem aumentar a prote- 
ção antioxidante de maneira indireta, modulando a ex- 
pressão de enzimas antioxidantes e de destoxificação (de 
fase II), por meio da via de sinalização Keap1-Nrf2-ARE 
(Kelch-Like ECH-Associated Protein 1 - Nuclear factor 
[erythroid-derived 2]-like 2 — antioxidant response ele- 
ment). Essa via é dependente do potencial redox da cé- 
lula, o qual modula de maneira positiva a expressão de 
diversas enzimas de destoxificação, dentre as quais a 
NAD(P)H:quinona oxirredutase 1 (NQO1), a glutatio- 
na S-transferase (GST), a gama-glutamato cisteína ligase 
(gama-GCLC e gama-GCLM) e a heme-oxigenase-1 
(HO-1), as quais contribuem indiretamente para a re- 
dução das concentrações de potenciais oxidantes. Essa 
via de sinalização também se relaciona à expressão de 
enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), a supe- 
róxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) 
e o sistema enzimático tiorredoxina, enzimas que atuam 
diretamente sobre os agentes oxidantes, neutralizan- 
do-os.**”° 

A HO-1 é a enzima limitante do catabolismo do he- 
me em monóxido de carbono, biliverdina e ferro, com 
grande produção de superóxidos e outras ERO nesse 
processo. As principais classes dessas proteínas são a he- 
moglobina, as oxidases (como NADPH oxidase não mi- 
tocondrial, ciclo-oxigenase, succinato desidrogenase e 
citocromo c oxidase), além das peroxidases. Já a NQO1 
catalisa a redução da quinona para a hidroquinona, na 
presença de NADH ou NADPH, prevenindo a formação 
de radicais livres a partir da ubiquinona.” 

O sistema enzimático tiorredoxina é fundamental 
na defesa antioxidante. Ele reduz pontes dissulfeto de 
diversas proteínas e remove o peróxido de hidrogênio 
ou outros peróxidos por meio do NADPH como doa- 
dor de elétrons. Esse sistema compreende as proteínas 
tiorredoxina, tiorredoxina redutase, peroxirredoxinas e 
sulfirredoxina.? A SOD catalisa a neutralização do radi- 
cal superóxido com a formação de peróxido de hidrogê- 
nio, o qual pode subsequentemente ser neutralizado 
pela ação da CAT, da GPx ou de outro sistema antioxi- 
dante. A GPx faz parte do sistema antioxidante que 
compreende a GSH e as enzimas glutationa redutase 
(GR) e glutationa-S-transferase (GST) (Figura 18.3), 
todas reguladas pela via Keap1-Nrf2-ARE, com impor- 
tante papel na redução de peróxido de hidrogênio e li- 
pídios oxidados.” 
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Figura 18.3 Mecanismo de ação do sistema glutationa. CAT: catalase; 
GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa redutase; Grx: glutarredoxi- 
na; GSH: glutationa reduzida; GSH-X: GSH ligada à xenobiótico; GST: 
glutationa-S-transferase; GSSG: glutationa oxidada; NADP: nicotina- 
mida adenina dinucleotídeo fosfato; NADPH: NADP reduzida; Pr-S-Pr: 
proteínas siladas por enxofre; Pr-SH: proteína tiol; SOD: superóxido 
dismutase. Fonte: adaptada de Zhang et al.” 


Via de sinalização Keap1-Nrf2-ARE 


A via Keap1-Nrf2-ARE é um sistema de sinalização 
integrado que regula a expressão de 1 a 10% dos genes 
humanos.” O Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado 
ao fator 2) é um fator de transcrição que permanece no 
citoplasma em condições fisiológicas normais, na forma 
inativa, ligado a uma proteína denominada Keap1, a qual 
é sensível a alterações promovidas por ERO e compostos 
eletrofílicos. A Keap1 se liga fortemente ao Nrf2, ancoran- 
do-o no citoplasma próximo ao sistema proteassoma.?! 28 

Sob condições basais, duas proteínas Keap1 formam 
um homodímero que se liga ao Nrf2 por meio de dois 
sítios de reconhecimento (DLG e ETGE) com diferentes 
afinidades. A proteína Keap1 também está ligada à culina 
3 (Cul3), a qual mantém associação com o Nrf2 e medeia 
sua poliubiquitinação. Na forma de complexo 
Nrf2-Keap1-Cul3, o Nrf2 é constantemente ubiquitinado 
pelo complexo Keap1-Cul3 ligase e degradado pelo siste- 
ma proteassoma 26S (t,, <20 min). Sob condições de es- 
tresse oxidativo, a Keap1 sofre oxidação ou modificação 
covalente dos resíduos de cisteína, formando ligações 
dissulfeto intramoleculares,?! o que acarreta alteração 
conformacional do complexo. Essa desnaturação dissocia 
a interação com o sítio de reconhecimento DLG do Nrf2, 
afetando a ubiquitinação, uma vez que, sob essas condi- 
ções, a conformação do Nrf2 não é adequada para ubi- 
a via Keapl-Cul3 ligase, aumentando assim o 

t,, para > 200 minutos. Pode ocorrer a dissociação do 
complexo Keap1-Cul3 também pela modificação do resí- 
duo de cisteína, a qual previne a ubiquitinação e a subse- 
quente degradação proteassomal.”! 

Na presença de estímulos oxidantes ou de ERO, ocor- 
rem modificações covalentes com consequente liberação 


do Nrf2.”° Uma vez ativado, o Nrf2 se transloca para o 
núcleo e se liga à proteína small Maf (sMaf), formando 
um heterodímero (Nrf2-sMaf). Esse complexo modula a 
expressão de diversos genes que codificam enzimas antio- 
xidantes ao se ligar ao elemento de resposta antioxidante/ 
elemento de resposta eletrofílica (ARE/EpRE).?! 282º 

A fosforilação do Nrf2 é outro mecanismo que regu- 
la a sua afinidade pela Keapl e a posterior translocação 
para o núcleo, com consequente indução da expressão de 
genes que codificam enzimas antioxidantes e de destoxi- 
ficação. Algumas quinases, como a proteína quinase C 
(PKC) e a fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K), promovem 
a dissociação do complexo Nrf2-Keap1-Cul3, provocan- 
do a sua translocação nuclear (Figura 18.4). Outras qui- 
nases, como as proteínas quinases ativadas por mitógeno 
(MAPK) — dentre as quais as quinases reguladas por sinal 
extracelular (ERK), as quinases c-Jun amino-terminal 
(INK) e a proteína p38 (p38) —, apresentam diferentes 
papéis na fosforilação do Nrf2, dependendo do tipo celu- 
lar. Outros mecanismos de ativação do complexo 
Nrf2-Keap1-Cul3 incluem a fosforilação da Keapl e o 
estresse do retículo endoplasmático, resultando em fos- 
forilação direta do Nrf2. Essas vias podem ocorrer conco- 
mitantemente ou em sequência, porém diferentes tecidos 
ou células podem apresentar mecanismos e vias de sina- 
lização distintos.” 

O sistema de sinalização Keap1-Nrf2-ARE pode ser 
controlado por CBA em três níveis: 


m Na ligação entre Nrf2-Keap1 e subsequente degra- 
dação proteica no citosol da Keap1. 

E Na translocação do Nrf2 do citosol para o núcleo. 

E Na interação do Nrf2 com os vários correguladores 
nucleares e na transativação dos genes que apresentam o 
ARE na porção regulatória. 


Os CBA, incluindo os polifenóis, atuam predomi- 
nantemente nos dois primeiros níveis.” 


Atuação de flavonoides na via de sinalização 
Keap1-Nrf2-ARE 


As catequinas pertencem 4 classe dos flavonoides e 
são normalmente encontradas como monômeros de ca- 
tequina (Figura 18.5, D) e seu isômero, a epicatequina, 
comum no cacau e no vinho. Os monômeros podem, 
ainda, se apresentar esterificados ao ácido gálico, origi- 
nando a epigalocatequina, a epicatequina galato e a epi- 
galocatequina galato (EGCG) (Figura 18.5, E), esta últi- 
ma majoritariamente no chá-verde (Camelia sinensis). As 
catequinas são reconhecidamente potentes antioxidantes 
diretos que atuam na redução das concentrações de ERO 
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Figura 18.4 Ativação da transcrição de ge- 
nes relacionados à defesa antioxidante, por 
meio da ligação do fator nuclear Nrf2 ao ele- 
mento de resposta antioxidante (ARE). bAZIP: 
basic region-leucine zipper, ERO: espécies 
reativas de oxigênio; GST: glutationa S-trans- 
ferase; Keap1: kelch-like ECH-associated 
protein 1, LDL .: lipoproteína de baixa densi- 
dade oxidada; MAPK: proteína quinase ativa- 
da por mitógeno; NF-kB: fator nuclear kappa 
B; Nrf2: Nuclear factor (erythroid-derived 
2)-like 2; NO: óxido nítrico; NQO-1: NAD(P) 
H:quinona oxiredutase; PG: prostaglandinas; 
PI3K: fosfatidilinositol 3-quinase; PKC: proteí- 
na quinase C. Fonte: adaptada de Cardozo et 
al! e Tan et al.” 


NF-kB 


e de ERN.“ Tanto extratos fenólicos de cha-verde quanto 
a EGCG isolada modulam as defesas antioxidantes por 
meio da ativação da via de sinalização Keap1-Nrf2-ARE, 
tanto em modelo animal quanto em cultura de células.” 

A EGCG pode regular a expressão de enzimas antio- 
xidantes e de destoxificação por dois mecanismos rela- 
cionados à modulação da via Keap1-Nrf2-ARE. O pri- 
meiro e mais aceito envolve a forma oxidada da EGCG, a 
qual pode se conjugar a GSH, reduzindo sua concentra- 
ção celular e acarretando alteração do estado redox celu- 
lar. Esse estado de estresse oxidativo pode ativar as vias 
dependentes de quinases (como MAPK, Akt e p38), o que 
culmina na fosforilação dos resíduos de serina/treonina 
do Nrf2 e sua liberação do complexo Nrf2-Keap1-Cul3, 
possibilitando sua translocação para o núcleo. O segun- 
do mecanismo envolve algumas formas reativas da EGCG, 
as quais podem promover a oxidação dos resíduos de cis- 
teina da proteína Keap1, facilitando a dissociação do 
Nrf2 do complexo Nrf2-Keap1-Cul3.7)” 

Uma vez que a ação moduladora da EGCG sobre a 
via Keap1-Nrf2-ARE está relacionada à sua forma oxida- 
da, esta pode apresentar efeito pró-oxidante e, portanto, 
ser deletéria. Tal efeito foi observado, por exemplo, em 
ratos suplementados com altas doses de EGCG (75 mg/ 


kg de peso corporal), em que ocorreu redução na expres- 
são e na atividade das enzimas SOD, CAT e GPx. Por ou- 
tro lado, em resposta a tal estímulo, observou-se aumento 
na expressão e na atividade de outras enzimas moduladas 
pela via Nrf2-ARE, entre elas a HO-1, a GST, a NQO-1, a 
GST e a tiorredoxina.** ** Observou-se, ainda, a indução 
de HO-1 pela EGCG em células endoteliais. A dualidade 
da EGCG na resposta à ativação dos genes modulados 
pelo Nrf2-ARE aparentemente é dose dependente, ou se- 
ja, observou-se redução na expressão da HO-1 em altas 
concentrações (> 200 uM) e aumento em concentrações 
menores (< 50 uM),* denotando, desta forma, tanto ati- 
vidade antioxidante como pró- -oxidante. 

Outros flavonoides também podem modular a via de 
sinalização Keap1-Nrf2-ARE. A genisteina (Figura 18.5, 
B), conhecida como fitoestrógeno presente na soja, foi 
capaz de aumentar a expressão e a atividade hepática da 
NQO1, após administração crônica a ratos.” Contudo, 
em cultura de células pulmonares humanas, o extrato de 
chá-verde e o extrato de broto de brócolis somente indu- 
ziram a expressão do RNAm das enzimas de fase II, a 
GST ea NQOL.” 

Além de modular a expressão de genes pela via do 
Keap1-Nrf2-ARE, alguns flavonoides também podem 
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Figura 18.5 Compostos fenólicos com ação sobre a via de sinalização Keap1-Nrf2-ARE. A: quercetina; B: genisteina; C: resveratrol; D: catequina; 


E: epigalocatequina galato; F: cianidina. 


aumentar especificamente a expressão da proteína Nrf2. 
Em cultura de células de hepatoblastoma, a quercetina 
(Figura 18.2), um dos principais e mais abundantes flavo- 
noides da alimentação, aumentou a expressão do RNAm 
e da proteína Nrf2, além de reduzir a concentração da 
proteína Keap1 em nível pós-traducional por meio da for- 
mação de uma proteína modificada, o que pode também 
ter contribuído para o aumento da transcrição da NQO1.** 
O mesmo foi observado para a EGCG em cultura de célu- 
las e em modelo animal, nos quais concentrações < 25 
mM se mostraram efetivas em modular as defesas antio- 
xidantes por meio de aumento da expressão do Nrf2.” 

Extrato rico em antocianinas, polifenol pertencente 
à classe dos flavonoides, obtido de batata-doce roxa, 
apresentou efeito hepatoprotetor em ratos com fibrose 
hepática induzida pela dimetilnitrosamina. O extrato de 
antocianina, nas doses de 50, 100 e 200 mg de extrato/kg 
de peso corporal, administrado via gavagem, durante 
quatro semanas, foi capaz de aumentar a expressão das 
proteínas Nrf2, NQO1, HO-1 e GSH, as quais estavam 
reduzidas pelo tratamento com a dimetilnitrosamina.” 

O resveratrol (Figura 18.5, C), flavonoide presente 
em uvas e vinhos, normalizou a expressão renal de Nrf2 e 
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes SOD, 
CAT, GPx, GST e GR em ratos com diabete induzido por 
estreptozotocina. A dose administrada oralmente em 
suspenção aquosa foi de 5 mg de resveratrol/kg de peso 
corporal durante 30 dias.“ 


Entre outros polifenóis capazes de induzir a expres- 
são de genes regulados pelo Nrf2 estão o ácido cafeico 
fenetil éster, presente no mel; a curcumina, encontrada 
no açafrão-da-índia;” e os ácidos fenólicos presentes no 
café. Além desses, outros compostos não polifenóis, co- 
mo o sulforafano derivado de glicosinolatos presentes no 
brócolis, o licopeno presente no tomate, a alicina do alho 
e a vitamina E de óleos vegetais, também são capazes de 
induzir a expressão dos genes regulados pelo Nrf2.*! 


MODULAÇÃO DA CASCATA DE SINALIZAÇÃO 
DO PROCESSO INFLAMATORIO: VIA DE 
SINALIZAÇÃO DO NF-KB 


A inflamação é uma resposta do sistema imune inato 
a uma lesão ou infecção por patógenos. Entretanto, há 
evidências circunstanciais de que o estímulo recorrente 
ou uma deficiência na regulação dessa via podem acarre- 
tar inflamação crônica e sistêmica que, associada a outros 
fatores metabólicos, pode contribuir para o desenvolvi- 
mento e o agravamento de DCNT, dentre as quais as 
doenças cardiovasculares, o diabete melito tipo 2 e o cân- 
cer.” Assim, diversas linhas de pesquisa focam na sinali- 
zação molecular da inflamação e nos CBA que possam 
modulá-la.*”-* 

Uma das principais vias de sinalização envolvidas no 
processo inflamatório é a do fator nuclear kappa B 
(NF-kB). Esse fator de transcrição modula a expressão de 


diversos genes relacionados ao processo inflamatório, a 
proliferação e diferenciação celular, e a apoptose. O 
NF-kB se encontra no citoplasma como um dimero (p50 
e p65), na forma inativa, ligada ao seu inibidor IkB (ini- 
bidor de kappa B), formando o complexo NF-kB-IkB. A 
ativação das diversas vias de sinalização promove a fosfo- 
rilação do IkB por quinases, o que desfaz o complexo, 
com posterior ubiquitinação e degradação proteassomal 
do inibidor. O NF-kB é então translocado para o núcleo, 
onde modula a expressão de diversos genes que codifi- 
cam enzimas e citocinas com ação proé-inflamatoria.” A 
geração de mediadores químicos liberados pelas células 
do sistema imune, como as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e 
IL-6) e o TNF-alfa; as quimiocinas e as ERO, em resposta 
à lesão do tecido; ou, ainda, a interação de lipopolissaca- 
rídeos (LPS) com receptores de membrana do tipo Toll 4 
(TLR4) podem ativar várias vias de sinalização e amplifi- 
car a resposta ao estímulo inicial. Além desses estímulos, 
a via do NF-kB também pode ser ativada por vias de si- 
nalização moduladas pelo potencial redox da célula, den- 
tre as quais a via MAPK.” 

Observou-se que o NF-kB é constitutivamente ativa- 
do em diversos tumores e apresenta papel fundamental 
como modulador positivo da resposta pró-inflamatória, 
o que indica seu papel nos estádios de promoção e pro- 
gressão do câncer.“ A ativação do NF-kB aumenta a ex- 
pressão de genes antiapoptóticos, como BCL2, BCL3, 


Polifenóis 


BCLXL, CIAP1, CIAP2, XIAP, TRAF1, TRAF2, SOD2 e 
A20. Além disso, regula a expressão de genes envolvidos 
com os processos de invasão celular e angiogênese, den- 
tre os quais aqueles que codificam moléculas de adesão, 
como a molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), a 
molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-1) e a 
E-selectina, além de enzimas e substâncias envolvidas no 
processo inflamatório, como ciclo-oxigenase 2 (COX-2), 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), quimiocinas e ci- 
tocinas pro-inflamatorias.” 

Um dos genes regulados pelo NF-kB é o da COX-2, 
enzima limitante no metabolismo do ácido araquidônico. 
Geralmente, a expressão da COX-2 não é detectada em 
tecidos normais, porém, esta é induzida por inflamação e 
hipóxia, e a sua atividade forma preferencialmente a pros- 
taglandina E2 (PGE2).** Muitos CBA inibem a ativação 
do NF-kB. O Quadro 18.1 apresenta diversos flavonoides 
e seus efeitos sobre os biomarcadores inflamatórios.' 

Diversos extratos de frutos denominados berries 
(frutas vermelhas) apresentam atividade anti-inflama- 
tória, efeito atribuído às antocianinas. Entre as antocia- 
ninas mais comuns encontradas em berries e na maioria 
dos frutos e verduras estão a cianidina-3-O-glucosideo 
e a peonidina-3-O-glucosídeo em cranberries; a pelar- 
gonidina-3-O-glucosídeo no morango; e a cianidina-3- 
-O-glucosídeo na amora-preta.! O extrato rico em an- 
tocianinas de amora silvestre (Morus nigra), em modelo 


Quadro 18.1 Alvos moleculares de flavonoides na inibição do processo inflamatório. 


Flavonoides Marcadores inflamatórios (alvos) Fonte alimentar 
Flavonóis 
Quercetina | NF-kB, | AP-1 
Caempferol | PGE2, | COX-2, | NF-kB Cebola, maga, 
Miricetina | COX-2, | NF-kB rúcula 
Isoramnetina | NF-kB 
Flavanonas 
Naringenina J iNOS, | NO, | NF-kB 
Hesperedina | NF-kB, | p38, | JNK Citricos 
Taxifolina Į ICAM-1 
Antocianinas 
Cianidina | NF-kB, | PGE2, | COX-2 Amora-preta 
Delfinidina | NF-kB Berinjela 
Malvidina LIL pene 
Isoflavonas 
Genisteína | NF-kB, | IL-8, | ligação DNA-NF-kB . 
Daidzeína | NF-kB, | iNOS, | NO aja 


AP-1: proteína ativadora 1; COX-2: ciclo-oxigenase 2; ICAM-1: molécula de adesão intercelular 1; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; iNOS: óxido nítrico sintase 
induzivel; JNK: quinase c-jun amino-terminal; NF-kB: fator nuclear kappa B; NO: óxido nítrico; p38: proteína quinase ativada por mitógeno p38; PGE2: prostaglandina 


E2. Fonte: adaptado de Prasad et al.“ 
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de peritonite induzido por LPS em camundongos, foi 
capaz de reduzir o influxo de leucócitos no local do es- 
tímulo, bem como a expressão da COX-2.°° Outras ber- 
ries, como morango, cranberry e mirtilo, em diferentes 
concentrações, tempo de administração, tipo de apre- 
sentação do alimento, quando administradas a indiví- 
duos saudáveis ou com diferentes condições crônicas 
associadas à inflamação, também foram capazes de re- 
duzir diversos biomarcadores inflamatórios. Dentre os 
biomarcadores modulados, destaca-se a expressão das 
enzimas iNOS, COX-2, IL-1b e IL-6, bem como das qui- 
miocinas ICAM-1 e VCAM-1.º Os possíveis mecanis- 
mos que resultam na redução desses biomarcadores 
inflamatórios envolvem: 


m Mecanismos antioxidantes diretos, os quais redu- 
zem as ERO resultantes da resposta inflamatória. 

m Modulação de vias de sinalização sensíveis ao esta- 
do redox da célula (via de sinalização MAPK). 

m Modulação da via de sinalização do NF-kB e re- 
gulação negativa da expressão de genes pró-inflamató- 
rios.*» 51,52 


Flavanonas, como a hesperidina e a naringenina, ca- 
racteristicas em frutas citricas, também apresentam a 
propriedade de modular a expressão de diversos genes 
que codificam enzimas e citocinas pró-inflamatórias, em 
modelos animais e humanos, por meio da regulação das 
vias de sinalização do NF-kB e da MAPK.*** Além disso, 
estudo clínico realizado com indivíduos saudáveis e dieta 
hiperlipídica revelou que a ingestão de suco de laranja 
como fonte de flavanonas, em dose única, reduziu a ex- 
pressão de receptores de membrana do tipo toll2 e 4 
(TLR-2 e TLR-4),º importantes para a ativação da res- 
posta inflamatória. Tais receptores são importantes, pois 
são ativados em resposta a componentes alimentares, as- 
sim como os LPS, capazes de induzir a cascata de sinali- 
zação do NF-kB. 

Assim, alimentos de origem vegetal que apresentem 
compostos que possam inibir parcialmente a ativação do 
NF-kB podem ser potenciais candidatos à redução do ris- 
co de desenvolvimento de DCNT, possivelmente, por 
modular as respostas anti-inflamatória e antioxidante. 

O Nfr2 tem sido relacionado à capacidade de antago- 
nizar o fator de transcrição NF-kB de maneira indireta, 
uma vez que, ao atuar na diminuição do estresse oxidati- 
vo, reduz a ativação da via de sinalização do processo in- 
flamatório.?»** Neste contexto, flavonoides e/ou outros 
CBA que possam modular o fator de transcrição Nfr2 
também podem ter importante papel na citoproteção 
contra o processo inflamatório crônico.” 


POLIFENÓIS E ALTERAÇÕES EPIGENÉTICAS 


Ação de polifenóis na metilação do DNA e na 
modificação de histonas 


A metilação do DNA é a modificação epigenética 
mais comum que envolve a ligação de grupos metil às 
citosinas nos nucleotídeos CpG. A abundância de gru- 
pos metil (hipermetilação) na região promotora de um 
gene promove o seu silenciamento ou inativação. Já a 
modificação de histonas, incluindo a metilação, a aceti- 
lação e, menos frequentemente, a fosforilação e a ubiqui- 
tinação de resíduos de aminoácidos, é outro mecanismo 
epigenético importante. Muitas modificações das histo- 
nas, assim como acontece com a metilação do DNA, são 
reversíveis e controladas por enzimas que adicionam ou 
removem radicais, alterando a conformação da cromati- 
na, o acesso de fatores de transcrição às regiões promo- 
toras de genes e, assim, a expressão destes.” Mais deta- 
lhes sobre mecanismos epigenéticos podem ser obtidos 
no Capítulo 5. 

Existem muitas evidências de que a resposta do orga- 
nismo à alimentação ocorre, em grande parte, por meio 
de mecanismos epigenéticos. Enquanto a metilação do 
DNA é geralmente associada à repressão da expressão gê- 
nica, as alterações em histonas podem promover tanto a 
ativação quanto a repressão, dependendo da modificação 
dos resíduos e dos aminoácidos envolvidos. Essas altera- 
ções envolvem a ação de histonas acetil transferases 
(HAT) e metil transferases (HMT), de histonas deacetila- 
ses (HDAC) e desmetilases (HDM). Normalmente, a ace- 
tilação do resíduo de lisina sete promove a abertura da 
cromatina, favorecendo a transcrição, enquanto a desace- 
tilação desse resíduo tem o efeito contrário. 

Alguns exemplos da ação de polifenóis, seus alvos 
moleculares e possíveis mecanismos epigenéticos estão 
descritos no Quadro 18.2. 


Polifenóis e modulação da expressão de microRNA 


Outro mecanismo que permite explicar como os nu- 
trientes e CBA influenciam a manutenção da saúde en- 
volve a modulação da expressão de microRNA (miR). 
Os miR são pequenas sequências de RNA, de 18 a 25 nu- 
cleotídeos, que não codificam proteínas. Participam do 
silenciamento pós-transcricional da expressão gênica, 
ligando-se por complementaridade à região 3’-UTR do 
RNAm, o que resulta na inibição da tradução ou na de- 
gradação do RNAm. Mais de 2 mil sequências de miR já 
foram descritas, e estima-se que esses pequenos RNA 
possam regular até dois terços de todos os transcritos.” 


Polifenóis 


Quadro 18.2 Ação epigenética de polifenóis e possíveis mecanismos envolvidos (*) 


Modificação Composto 
Apigenina 

Antocianinas 
Quercetina 

Metilação do DNA ae 
Resveratrol 

Acido elagico 

Polifendis do cha 


Genisteina 
Genisteina 


Quercetina 
Resveratrol 


Modificação de histonas Polifenóis do chá 


Resveratrol 


Epigalocatequina 3-galato 


Epigalocatequina 3-galato 
MicroRNA 
Genisteína 


Alimento Mecanismo epigenéticos 


Salsão 
Frutas vermelhas 
Maçã 


Café Inibição da metilação do DNA 
Uva pela DNMT 


Morango 
Chá-verde 
Soja 
Ativa HAT. Inibe HDAC. Resulta na 


oja go Rae ait 
Sa acetilação de várias histonas 


Fuis vemalias Inibe HAT. Ativa SIRT-1. 


Uva Influencia a expressão de IP-10 
Chá e MIP-2 

Ativa SIRT-1. 
Uva Influencia a expressão de 


TNF-alfa, IL-8, RBP 
Inibe HAT. Reduz acetilação de 


PERE histonas. 
Chá-verde Aumenta miR-16 e modifica 
expressão de outros 60 miR 
E Modula expressão de miR-27 e 
Soja 


aumenta a de miR-146 


DNMT: DNA metil transferase; HAT: histona acetil transferase; HDAC: histona desacetilase; IL-8: interleucina 8; IP-10: proteína 10 induzida por interferon gama; MIP-2: 
proteína inflamatória de macrófagos 2; RBP: proteína ligadora de RNA; SIRT-1: sirtuina-1; TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: adaptado de Barnett et al. 


Revisão abrangente sobre o possível papel dos miR 
circulantes como marcadores da dieta, do estado nutri- 
cional e de doenças foi realizada por Ross e Davis.” Essa 
revisão discute as pesquisas sobre dieta e miR e o papel 
destes no câncer, nas doenças cardiovasculares, no diabe- 
te e na adipogênese, bem como sugere direções para pes- 
quisas. São destacados os efeitos de alimentos como chá, 
cacau, frutas e de CBA, como resveratrol, epigalocatequi- 
na, quercetina, curcumina e outros na modulação da ex- 
pressão de diversos miR. Destaca-se que os miR partici- 
pam do controle do desenvolvimento, da diferenciação e 
da proliferação celular, da inflamação e do metabolismo, 
em doenças como o câncer e no processo de senescência. 
Além disso, o padrão de expressão de miR circulantes 
(em fluidos corporais como sangue e saliva) emerge co- 
mo biomarcador de doenças ou de suscetibilidade a 
doenças e de exposição à alimentação. A expressão de 
miR circulantes responde rapidamente a estímulos exter- 
nos, modulando a expressão gênica, e talvez seja o meca- 
nismo epigenético com maior potencial de ação na ma- 
nutenção da saúde por meio da alimentação.” 

Um exemplo diz respeito à modulação da inflama- 
ção pela alimentação envolvendo o miR-155. MiR-155, 
miR-21, miR-181b e miR-34a são os mais investigados 


em relação à inflamação e estão envolvidos na regula- 
ção dos TLR e da via de sinalização do NF-kB,” bem 
como na regulação da produção de citocinas pró-infla- 
matórias. Sua menor expressão foi associada à redução 
da inflamação crônica, da hipertensão e de DCV. O 
efeito foi obtido pela ação de polifenóis de romã, como 
resveratrol e quercetina. Esses compostos reduziram a 
ação do miR-155, o que promoveu aumento da síntese 
do NO e redução do NF-kB e do T'NF-alfa.”“ Ainda, a 
suplementação de pacientes hipertensos e com DM2 
durante 12 meses com extrato de uva resultou em redu- 
ção na expressão de citocinas pró-inflamatórias, entre 
elas a do TNF-alfa e da IL-Ibeta, além da redução na 
expressão do miR-155 e miR-34a, a qual foi associada à 
regulação do NF-kB e à sinalização de TLR.“ 

Outro polifenol, o resveratrol, presente em uvas e vi- 
nhos, atuou na redução da expressão de diversos miR ca- 
racterísticos de células de câncer de cólon, como miR-21, 
miR-196a, miR-25, miR-17 e miR-92a-2.º Da mesma 
forma, o resveratrol também reduziu o aumento da ex- 
pressão do miR-155 oncogênico de maneira depende ao 
miR-663, o qual também foi regulado pelo resveratrol.” 

A ECGC, flavonoide encontrado no chá-verde, tam- 
bém modifica a expressão da família miR-let-7 , que tem 
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como alvo molecular a proteína RAS. O efeito biológico 
resultante se observa no metabolismo da glicose e na sen- 
sibilidade à insulina.” Também demonstrou-se que a 
EGCG, em cultura de carcinoma hepatocelular humano, 
atua aumentando a expressão do miR-16, que tem como 
alvos RNAm de proteínas que medeiam a apoptose via 
proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). 

Contudo, a ação dos compostos bioativos sobre o 
miR parece controversa. Observou-se que a quercitina 
aumenta a expressão de miR-122, com efeito benéfico no 
metabolismo do colesterol; por outro lado, as proanto- 
cianidinas da uva reduziram a expressão desse miR, com 
efeito sobre o metabolismo hepático e aumento da sínte- 
se do colesterol.” 

Assim, apesar de os mecanismos de ação dos compos- 
tos bioativos na modulação do perfil de expressão de miR 
e seu significado biológico ainda não estarem completa- 
mente esclarecidos, essa pode ser uma possível abordagem 
no controle do início e progressão de diversas doenças. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


O processo inflamatório e o estresse oxidativo são 
evidenciados e relacionados ao início e à progressão de 
uma série de doenças de desenvolvimento crônico. Diver- 
sos CBA, principalmente os polifenóis, parecem modular 
de maneira positiva a via de sinalização do Nrf2, atenuan- 
do o estresse oxidativo e, de maneira negativa, a via de si- 
nalização do NF-kB, reduzindo o processo inflamatório. 
Os mecanismos pelos quais os polifenóis atuam sobre es- 
ses dois processos não são completamente esclarecidos; 
contudo, sabe-se que os efeitos benéficos provenientes da 
ingestão contínua desses compostos, por meio da alimen- 
tação, advêm de um conjunto de ações relacionadas às 
diversas vias de sinalização e metabolismo, e não de um 
único mecanismo. Ainda, diferentes CBA podem atuar 
sobre um mesmo mecanismo e/ou em diferentes níveis. 

Ademais, os estudos sobre a relação entre a ação de 
miR e alimentação/saúde/doença estão no início, sendo 
necessários mais ensaios controlados sobre as ações de 
miR circulantes e de outros marcadores. É preciso tam- 
bém considerar as interações entre os diversos compos- 
tos da alimentação e a sua transformação pela microbio- 
ta intestinal, o que pode resultar na produção e absorção 
de novas moléculas bioativas diferentes daquelas que 
existem nos alimentos. 
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Parte 4 
Nutrientes, genômica nutricional e 
relação saúde-doença 


INTRODUÇÃO 


Nutrientes são substâncias fundamentais para a so- 
brevivência e o crescimento celular. Atuam tanto como 
substratos para a produção de energia quanto como com- 
ponentes de diversas estruturas celulares. Podem ser se- 
parados em duas grandes classes: macro (carboidratos, 
lipídios e proteínas) e micronutrientes (vitaminas e mi- 
nerais). Além de suas funções energéticas e estruturais, 
eles são importantes reguladores de processos biológicos 
em seres humanos, por meio do controle de significativas 
vias de sinalização intracelular. Praticamente todas as cé- 
lulas do organismo humano possuem proteínas ou com- 
plexos proteicos que apresentam a capacidade de detectar 
variações na concentração de nutrientes específicos nos 
meios intra e extracelular e, desse modo, promover alte- 
rações morfológicas e funcionais que garantam a adapta- 
ção e a sobrevivência celular nas condições nutricionais 
prevalentes.! 

Proteínas conhecidas como sensores de nutrientes 
podem estar localizadas em diversos compartimentos ce- 
lulares, os quais incluem membrana plasmática, citosol, 
organelas ou núcleo, onde desencadeiam, após ativação 
direta ou indireta por determinado nutriente, cascatas de 
sinalização intracelular que modulam processos biológi- 
cos importantes, como a proliferação, o crescimento e a 
diferenciação celular, a secreção hormonal, a função imu- 
ne e o metabolismo celular, entre outros. Evolutivamen- 
te, o surgimento dos sensores de nutrientes permitiu o 
ajuste fino da atividade metabólica e funcional celular de 
acordo com a disponibilidade de nutrientes, garantindo 
assim condições adequadas não só de energia, mas tam- 
bém de esqueletos de carbono para o correto funciona- 
mento celular. É importante ressaltar que o desequilíbrio 
na atividade dos sensores de nutrientes, causado por de- 
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ficiência ou excesso crônico de ingestão de nutrientes, 
pode estar associado com o desenvolvimento de doenças 
metabólicas e inflamatórias crônicas. Evidências recen- 
tes, por exemplo, sugerem que a exposição de tecidos me- 
tabólicos, como o fígado, o músculo esquelético e o tecido 
adiposo, ao excesso de nutrientes é um evento importan- 
te no desenvolvimento de processo inflamatório crônico 
e de baixa intensidade, bem como de resistência à ação da 
insulina em pacientes que apresentam obesidade visceral 
e síndrome metabólica.” 

Assim, este capítulo abordará os mecanismos pelos 
quais as células detectam e respondem às alterações na 
concentração de alguns tipos específicos de nutrientes. 
Ênfase especial será dada à discussão das alterações da 
expressão gênica induzidas pela ativação de sensores de 
nutrientes, bem como o possível envolvimento dessas 
moléculas no início, na manutenção e na resolução de 
processos inflamatórios. 


INFLAMAÇÃO 


A função primordial da resposta inflamatória é a 
destruição de microrganismos, o que envolve a partici- 
pação de células efetoras, as quais entram em contato 
com agentes estranhos no tecido infectado. Nesse contex- 
to, verifica-se que componentes presentes em bactérias 
Gram-negativas, como lipopolissacarídeos (LPS), podem 
desencadear a resposta inflamatória por meio da sua in- 
teração com receptores de superfície celular presentes, 
por exemplo, em células do sistema imune, como macró- 
fagos e neutrófilos. A inflamação em resposta a microrga- 
nismos é iniciada pelo aumento da síntese de citocinas — 
especialmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) 
e a interleucina 1 (IL-1) — e de quimiocinas, que atuam 
em células endoteliais e leucócitos, com o intuito de pro- 
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mover o recrutamento e a ativação de leucócitos no foco 
inflamatório.”* 

A inflamação aguda apresenta três principais com- 
ponentes: 


m Alterações no calibre vascular, que resultam no au- 
mento do fluxo sanguíneo no foco inflamatório. 

E Alterações estruturais na microcirculação, que fa- 
vorecem a saída de proteínas plasmáticas e de leucócitos 
do sangue para o tecido. 

m Adesão e transmigração de leucócitos da microcir- 
culação para o tecido e sua posterior ativação, o que pro- 
move a eliminação do agente nocivo. 


À medida que há redução da presença do agente agres- 
sor, verifica-se diminuição da resposta inflamatória por 
meio da ativação de mecanismos anti-inflamatórios.* 

Entre os mediadores envolvidos na resposta infla- 
matória, destacam-se a histamina, a bradicinina, os neu- 
ropeptídeos, as prostaglandinas, os tromboxanos, os 
leucotrienos e o fator ativador de plaquetas (PAF). A ge- 
ração de eicosanoides — mediadores de origem lipídica 
— ocorre, inicialmente, pela ativação da enzima fosfoli- 
pase A, que hidrolisa fosfolipídios de membrana em 
ácidos graxos livres e lisofosfolipídios. Entre os ácidos 
graxos liberados pela fosfolipase A,, predomina o ácido 
graxo araquidônico. Posteriormente, esses ácidos graxos 
são utilizados como substratos pelas enzimas ciclo-oxi- 
genase (COX) — as quais dão origem a prostaglandinas e 
a tromboxanos — e lipoxigenase, que forma leucotrienos. 
Tais mediadores inflamatórios apresentam diversas fun- 
ções na resposta inflamatória, como vasodilação (pros- 
taglandinas) e migração e ativação de neutrófilos (leu- 
cotrieno B4).>6 

Não obstante, cabe destacar que a resposta inflamató- 
ria não é apenas induzida por microrganismos, uma vez 
que ela pode ser desencadeada por obesidade ou diabete, 
entre outras condições clínicas, que promovem aumento 
da concentração plasmática de biomarcadores inflamató- 
rios, como citocinas pró-inflamatórias (incluindo TNF-al- 
fa e IL-6) e proteínas de fase aguda (proteína C reativa — 
PCR — e proteína sérica amiloide A, entre outras).”* No 
tocante à obesidade, destaca-se a existência de correlação 
positiva entre a massa de tecido adiposo e a expressão do 
gene que codifica o TNF-alfa em adipocitos.* 

Diante dessas informações, pode-se questionar a 
participação da resposta inflamatória induzida pela obe- 
sidade na gênese da resistência periférica à ação da insu- 
lina. Nesse contexto, constata-se que o TNF-alfa causa 
resistência à insulina por inibir a fosforilação do resíduo 
de tirosina presente na proteína denominada substrato 
do receptor de insulina 1 (IRS-1). Outros mecanismos de 


inibição da fosforilação do IRS-1 por mediadores infla- 
matórios incluem a ativação crônica das proteínas deno- 
minadas Jun N-terminal quinase (JNK), proteína quina- 
se C (PKC) e quinase do inibidor do kappa B (IKK). 
Além da síntese do TNF-alfa, o tecido adiposo produz 
outras adipocinas, como a resistina, a adiponectina, a lep- 
tina e a proteína quimiotatica para monócitos 1 (MCP-1), 
as quais exercem efeitos em diversas vias metabólicas, 
bem como na resposta inflamatória. Concomitantemen- 
te ao aumento de adipocinas pró-inflamatórias, como 
resistina e MCP-1, verifica-se que em indivíduos obesos 
há redução da síntese de adipocinas anti-inflamatórias, 
como a adiponectina.* 


Inflamação e receptores do tipo Toll 


O sistema imune inespecífico de mamíferos utiliza 
estratégias distintas para o reconhecimento de microrga- 
nismos, uma das quais se baseia no reconhecimento de 
padrões moleculares associados a patógenos (PAMP, pa- 
thogen-associated molecular patterns), os quais são pro- 
dutos do metabolismo microbiano conservados ao longo 
da evolução das espécies. Por exemplo, o padrão molecu- 
lar do LPS é comum para todas as bactérias Gram-nega- 
tivas, porém não é sintetizado pelo hospedeiro.”!º Recep- 
tores do sistema imune inato que reconhecem Pamp são 
denominados receptores de reconhecimento de padrões, 
os quais induzem a expressão de citocinas pró-inflama- 
tórias, ao mesmo tempo em que ativam mecanismos de 
defesa antimicrobianos do hospedeiro, como a síntese de 
espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN). 
O reconhecimento dos PAMP também pode acarretar a 
indução das moléculas coestimulatórias CD80 e CD86 
na superfície de células apresentadoras de antígenos, co- 
mo macrófagos e células dendríticas.'» A indução das 
moléculas coestimulatórias, juntamente com a apresen- 
tação de pequenos peptídeos antigênicos ligados às mo- 
léculas de classe II do complexo de histocompatibilidade 
principal (MHC) na membrana das células apresentado- 
ras de antígeno para linfócitos T CD4*, acopla o reconhe- 
cimento de patógenos pelo sistema imune inato com a 
ativação das respostas imunes adaptativas.’ 

O sistema imune inato reconhece PAMP por meio 
de receptores do tipo Toll (TLR), os quais compreen- 
dem uma família de proteínas transmembrana que de- 
sempenham papel fundamental na defesa do hospedei- 
ro. Os TLR são membros da superfamília do receptor 
de IL-1 (IL-1R) e apresentam homologia significante 
em suas regiões citoplasmáticas, como o domínio do 
receptor Toll/IL-1 (TIR). Baseando-se na sequência de 
aminoácidos e na estrutura genômica, os TLR podem 
ser divididos em cinco subfamílias: TLR2, TLR3, TLR4, 


TLR5 e TLR9. A subfamília TLR2 é composta de TLRI, 
TLR2, TLR6 e TLR10, enquanto a subfamília TLR9 é 
composta de TLR7, TLR8 e TLR9.”!* A principal função 
das proteínas TLR está relacionada ao controle das res- 
postas inflamatória e imunológica. Como outros recep- 
tores de reconhecimento de antígenos, o TLR medeia o 
reconhecimento de uma variedade de PAMP microbia- 
nos. O primeiro TLR caracterizado em humanos foi o 
TLR4, o qual é expresso predominantemente em células 
do sistema imune, incluindo macrófagos e células den- 
dríticas.! 12 15.16 

O LPS é um componente estrutural integral e pre- 
dominante da membrana externa de bactérias Gram ne- 
gativas, além de representar um dos mais potentes ini- 
ciadores microbianos da inflamação.” O LPS é um 
complexo glicolipídico composto de um polissacarídeo 
hidrofílico e um domínio hidrofóbico denominado lipi- 
dio A (Figura 19.1). O LPS ativa monócitos e macrófa- 
gos para produzirem citocinas pró-inflamatórias como 
TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, as quais, por sua vez, 
atuam como mediadoras endógenas da inflamação por 
meio de interações mediadas por receptores com diver- 
sas células alvo.'* °? Macrófagos também secretam, em 
resposta ao LPS, vasta gama de outros mediadores bioló- 
gicos, incluindo PAF, prostaglandinas, enzimas e ERO e 
ERN, como ânion superóxido e óxido nítrico (NO), res- 
pectivamente. A síntese de citocinas pró-inflamatórias e 
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de mediadores biológicos por monócitos e macrófagos 
inibe o crescimento e impede a disseminação de patóge- 
nos que eventualmente tenham invadido o organismo.” 

O LPS inicialmente liga-se a uma proteína presente 
no sangue ou no espaço extracelular denominada proteí- 
na ligadora de LPS (LBP, LPS-binding protein). A LBP fa- 
cilita a ligação do LPS na superfície da célula à molécula 
CD14, uma proteína que está ancorada à bicamada lipi- 
dica por meio de um grupo glicofosfatidil inositol e que 
está presente na maioria das células, com exceção daque- 
las do endotélio. O CD14 também pode existir como 
uma proteína solúvel e, nesse caso, pode carrear o LPS 
para a superfície celular.” 7! A molécula de CD14 não 
apresenta domínios transmembrânicos e intracelulares e, 
desse modo, não pode isoladamente iniciar o processo de 
transdução de sinal. Uma vez que o LPS se liga ao CD14, 
a LBP dissocia-se e o complexo LPS-CD14 fisicamente 
associa-se com o receptor do tipo TLR4.'2!º O TLR4 ne- 
cessita de uma molécula adicional, a proteína acessória 
extracelular (MD-2), que forma um complexo com o do- 
mínio extracelular do TLR4 para o efetivo reconheci- 
mento do LPS (Figura 19.2). 

O reconhecimento de PAMP pelo TLR desencadeia a 
associação dependente do domínio TIR com adaptado- 
res contendo o domínio TIR, incluindo a proteína adap- 
tadora citoplasmática (MyD88), a proteína adaptadora 
contendo o domínio TIR associada ao adaptador seme- 


A. Bactéria (E. coli) 


Cadeia O-específica 


Região central 


B. Organização da parede celular 
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(endotoxina) 


— Membrana externa 
Ow 


Peptidoglicano 


Membrana interna 


Lipidio A 


Figura 19.1 Bactéria Gram-negativa. (A) Eletromicrografia de Escherichia coli, juntamente com representação esquemática da localização do lipo- 
polissacarídeo na parede celular bacteriana (B) e arquitetura do LPS (C). (D) Estrutura tóxica do LPS, o componente lipídio A. GIcN: D-glicosamina; 
Hep: L-glicero-D-mano-heptose; Kdo: 2-ceto-3-deoxi-ácido octulosônico; P: fosfato. Fonte: adaptada de Beutler e Rietschel.!º 
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Figura 19.2 Vias de ativação do fator nuclear kappa B (NF-kB). A atividade do NF-kB é estimulada por diversas vias, incluindo lipopo- 
lissacarideos (LPS), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e sinalização mediada por receptores presentes em linfócitos T (TCR). As 
quinases IKK1 e IKK2 (também denominadas IKK alfa e IKK beta, respectivamente) e o modulador essencial da subunidade regulató- 


ria do NF-kB (NEMO) (também denominado IKK gama) são o ponto 
nal extracelular; IkB: inibidor do NF-kB; IKK: quinase do inibidor de 


de convergência para todas as três vias. ERK: quinase regulada por si- 
IkB; IRAK: quinase associada ao receptor de interleucina 1; LCK: proteí- 


na com atividade tirosina quinase; MD-2: proteína acessória extracelular, MALT-1 e BCL-10: proteínas associadas ao linfoma do tecido 
linfoide associado à mucosa; MAP: proteína ativada por mitógenos; MEKK3: MAP/ERK quinase quinase 3; MAGUK: quinase guanilato as- 


sociada à membrana; MyD88: proteína adaptadora citoplasmática; 


PKCO: proteína quinase C 0; RIP: quinase serina/treonina de interação 


com receptor; TLR4: receptor do tipo Toll 4, TNFR1: receptor 1 do TNF; TRAF2: fator 2 associado ao receptor de TNF; TRAF6: fator 6 associa- 
do ao receptor de TNF; TAB1: proteína ligadora de TAK1; TAB2: proteína ligadora de TRAF6 à TAK1; TAK1: quinase ativada pelo fator de trans- 


formação do crescimento beta; TRADD: receptor de TNF associado 
Fonte: adaptada de Li e Verma.” 


lhante ao MyD88 (TIRAP-MAL), a TRIF-TICAMI e a 
TRAM-TICAM2. A associação do TLR4 e da MyD88 re- 
cruta membros da família quinase associada ao receptor 
de IL-1 (IRAK); dois membros, IRAK4 e IRAKI, são se- 
quencialmente fosforilados, o que promove a sua disso- 
ciação a partir do complexo receptor e sua posterior as- 
sociação com a proteína denominada fator 6 associado 
ao receptor de TNF (TRAF6). A TRAF6 ativa quinases da 


via domínio da morte; ZAP70: proteína quinase associada à cadeia zeta. 


proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), as quais 
podem promover a ativação da proteína ativadora-1 (AP-1) 
por meio da MAPK (ver Figura 19.2). 1224 

No citoplasma de células não estimuladas, o fator de 
transcrição nuclear kappa B (NF-kB) — que se apresenta 
na forma de dímero — encontra-se na forma inativa em 
razão de sua associação com proteínas denominadas ini- 
bidores do kB (IkB). A família de proteínas IkB inclui 


IkB-alfa, IkB-beta, IkB-épsilon, Bcl-3 e as regiões carbo- 
xi-terminal do NF-kB, (p105), NF-kB, (p100). As protei- 
nas IkB ligam-se, com diferentes afinidades e especifici- 
dades, a dimeros do NF-KB. Portanto, além da existência 
de diferentes dímeros de NF-kB em um tipo celular espe- 
cífico, há também grande número de combinações entre 
o IkB e os dímeros do NF-kB.?** 

O TRAF6 promove a ativação do complexo de quina- 
ses do IkB (IKK).!»?* Esse complexo é composto de duas 
subunidades catalíticas, IKK-alfa e IKK-beta, e uma su- 
bunidade regulatória IKK-gama, e induz a fosforilação 
do IkB. A fosforilação do IkB resulta na sua poliubiquiti- 
nação, a qual, por sua vez, acarreta a sua degradação me- 
diada pelo proteassoma 26S, o que permite, desse modo, 
que o NF-kB transloque para o interior do núcleo celular 
e ative a transcrição de diversos genes dependentes do 
kB, como aqueles de citocinas pró-inflamatórias, incluin- 
do TNF-alfa, IL-Ibeta e IL-6 (ver Figura 19.2). O NF-kB 
também promove a estimulação da síntese do IkB, uma 
vez que a região promotora do gene que codifica o IkB 
contém sítios funcionais para o NF-kB. Desse modo, o 
IkB recém-sintetizado liga-se ao NF-kB e suprime a sua 
atividade.!» 12, 17,26,27 

Em mamíferos, a família de fatores de transcrição 
NF-kB apresenta cinco membros: NF-kB, (p105/p50), 
NF-kB, (p100/p52), RelA (p65), RelB e c-Rel, os quais 
podem dimerizar-se para formar homo e heterodíme- 
ros, que estão associados a respostas específicas para 
diferentes estímulos e efeitos diferenciais sobre a trans- 
crição. NF-kB, (p50) e NF-kB, (p52) não apresentam 
domínios de ativação transcricional e seus homodíme- 
ros atuam como repressores.»? Por outro lado, Rel-A, 
Rel-B e c-Rel carreiam domínios de ativação transcricio- 
nal e, com exceção do Rel-B, são capazes de formar ho- 
mo e heterodímeros com os outros membros dessa fa- 
milia de proteínas. Consequentemente, o equilíbrio entre 
os diferentes homo e heterodímeros do NF-kB regula o 
nível de atividade transcricional. Cabe ressaltar que essas 
proteínas são expressas em um modelo específico celular 
e tecidual, que acarreta um nível adicional de regulação. 
Por exemplo, NF-kB, (p50) e RelA são amplamente ex- 
pressos e, desse modo, o heterodímero p50/RelA consti- 
tui o mais comum indutor da atividade transcricional 
do NF-kB.” 


Inflamação e o receptor do TNF-alfa 


A família de proteínas do TNF compreende proteí- 
nas de membrana e citocinas. Membros dessa família in- 
cluem o TNE a linfotoxina (TNF-beta), os ligantes do Fas 
e do CD40, o OX-40, o receptor ativador do ligante do 
NF-kB (RANK-L) e o ligante indutor de apoptose rela- 
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cionado ao TNF (TRAIL), entre outras proteínas. No to- 
cante aos receptores de membrana da família do TNF, 
destacam-se o receptor I do TNF (TNF-RI), o TNF-RII, o 
receptor de linfotoxina-beta (LT-betaR), o Fas, o CD40, o 
ligante do OX-40, RANK, entre outros. 

A ligação de membros da família do TNF aos seus 
respectivos receptores desencadeia uma série de efeitos 
biológicos intracelulares, grande parte dos quais é rela- 
cionada à ativação dos fatores de transcrição NF-kB e 
AP-1, o que resulta no aumento da transcrição de genes 
que codificam proteínas com ação pró-inflamatória. 

As etapas envolvidas na ativação da via de sinalização 
do NF-kB e do AP-1, por meio da ligação do TNF-alfa ao 
seu receptor na membrana plasmática, são:!”»*! 


1. O TNF-alfa liga-se ao seu receptor (TNF-RI). 

2. A proteína do domínio da morte (TRADD) liga-se 
ao TNF-RI e atua como molécula adaptadora. 

3. As proteínas TRAF-2 e RIP-1 ligam-se ao TRADD. 
A proteína TRAF-2 ativa a cascata de proteínas MAPK, o 
que resulta na ativação da proteína JNK, na fosforilação 
da c-Jun e na formação do fator de transcrição AP-1, o 
qual é composto de c-Jun e Fos. A proteína RIP também 
promove a ativação de MAPK, que induz a fosforilação 
do complexo IKK, resultando na ativação da via de sina- 
lização do NF-kB. 

4. A ativação dos fatores de transcrição AP-1 e NF-kB 
resulta na ativação da transcrição de genes envolvidos na 
resposta inflamatória. 


Inflamação e o receptor da IL-1 


Apesar do receptor da IL-1 não ser um membro da 
família do TNF-R, muitos dos efeitos biológicos da IL-1 
são similares àqueles observados pela ligação do TNF-al- 
fa ao seu receptor, uma vez que a via de sinalização da 
IL-1 compartilha intermediários bioquímicos com a via 
do TNE. A ligação da IL-1 ao seu receptor (IL-1R) pro- 
move o recrutamento de uma proteína adaptadora deno- 
minada MyD88 e da quinase serina/treonina IRAK. A 
IRAK se autofosforila, se dissocia do complexo e, poste- 
riormente, liga-se ao TRAF-6. O TRAF-6 ativa a quinase 
TAK-1, a qual, por sua vez, ativa tanto o NF-kB quanto o 
AP-1. Cabe ressaltar que essa via de sinalização da IL-1 
compartilha das mesmas proteinas intracelulares estuda- 
das na sinalização induzida pelo TLR4.! 


Estresse oxidativo e inflamação 


As ERO e as ERN apresentam papel relevante na in- 
dução da resposta inflamatória, uma vez que estão envol- 
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vidas na ativação de vias de sinalização intracelular. Em 
relação às ERN, destaca-se o papel importante do óxido 
nítrico (NO), que pode ser sintetizado em diferentes ti- 
pos celulares, incluindo células do endotélio vascular, 
macrófagos, neutrófilos e hepatócitos.'? 

De modo geral, o NO causa vasodilatação local e au- 
mento da oferta de oxigênio. O NO é sintetizado a partir 
do aminoácido arginina por meio da reação catalisada 
pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), a qual apresen- 
ta três isoformas distintas: NOS neuronal (nNOS), NOS 
endotelial (eNOS) e NOS induzivel (iNOS). Cabe desta- 
car que a nNOS e a eNOS são constitutivamente expres- 
sas nas células, enquanto a expressão gênica da iNOS é 
dependente de estímulos, como LPS e TNF, entre outros. 
Além disso, a via da iNOS é capaz de gerar quantidades 
significativamente maiores de NO quando comparada 
com a capacidade de síntese da eNOS e da nNOS.*>* 

O NO regula o balanço redox citoplasmático, além de 
reagir com o anion superóxido (O ), o que resulta na pro- 
dução do peroxinitrito (ONOO”), o qual atua como im- 
portante oxidante celular. O NO também regula eventos 
relacionados à transdução de sinais por meio da sinaliza- 
ção mediada pelo cálcio citoplasmático ou mitocondrial e 
da modificação pós-tradução de proteínas intracelulares.” 

As ERO, como o peróxido de hidrogênio, apresentam 
capacidade elevada de ativar a via de sinalização do NF-kB, 
o que resulta em aumento da resposta inflamatória. Tam- 
bém se verifica que o peróxido de hidrogênio e o ânion 
superóxido atuam como mediadores mitogênicos de vias 
de sinalização de receptores de fatores de crescimento. 
Fatores de crescimento podem induzir a produção de 
ERO, as quais, por sua vez, ativam vias de sinalização in- 
tracelular — por meio da ativação de proteínas tirosina 
quinase e pela inibição de proteínas tirosina fosfatase — e 
regulam a expressão de genes sensíveis ao balanço redox 
intracelular.’ 


ASSOCIAÇÕES ENTRE POLIMORFISMOS DE 
NUCLEOTIDEO UNICO, INFLAMAÇÃO E ASPECTOS 
NUTRICIONAIS 


A produção de mediadores inflamatórios difere bas- 
tante entre os indivíduos. Um dos fatores que pode explicar 
tal diferença é a variabilidade genética.” Como exemplo 
disso, observam-se diferenças importantes na concentra- 
ção sanguínea de citocinas envolvidas na inflamação, como 
a IL-10 e o TNF-alfa, entre indivíduos saudáveis sem paren- 
tesco.” Por outro lado, entre gêmeos monozigóticos, a con- 
centração dessas citocinas está bastante correlacionada,™ 
reforçando a importância dos aspectos genéticos. 

Uma vez que o genótipo parece influenciar de ma- 
neira significativa a produção de mediadores inflamató- 


rios, há grande interesse em compreender de que forma 
fatores nutricionais interagem com o genótipo do indi- 
víduo para modular sua resposta inflamatória, o que po- 
deria contribuir para a redução do risco e o controle de 
doenças. A maioria dos estudos investiga o papel de po- 
limorfismos de nucleotídeo único (SNP, single nucleoti- 
de polymorphism) em genes diretamente relacionados 
com a síntese de mediadores inflamatórios, como aque- 
les que codificam citocinas. Neste tópico, serão aborda- 
dos alguns desses exemplos, especificamente de SNP em 
genes que codificam o TNF-alfa, a IL-6, a IL-Ibeta e a 
IL-10. Para cada uma das quatro citocinas, será feita 
uma breve contextualização de sua função, serão discu- 
tidos os SNP mais estudados nesses genes e as evidências 
sobre a sua funcionalidade (p. ex., capacidade de alterar 
a expressão da citocina). Ademais, serão apresentadas 
evidências sobre a interação entre esses SNP e aspectos 
nutricionais na modulação da resposta inflamatória. 

Cabe salientar que a resposta inflamatória é um fenô- 
meno extremamente complexo. Diversas outras vias não 
relacionadas direta ou indiretamente com a inflamação 
podem modular a expressão de mediadores inflamató- 
rios, o que torna ainda mais desafiador o estudo da rela- 
ção entre nutrição e genética nesse contexto. Além disso, a 
influência do genótipo dos indivíduos sobre a resposta 
inflamatória é dependente da ação conjunta de variantes 
genéticas que interagem entre si e com o ambiente. A 
maioria dos SNP comuns na população, quando avalia- 
dos isoladamente, tem efeito nulo ou modesto sobre o 
fenótipo. Desse modo, o estudo de SNP isolados, aborda- 
gem ainda predominante nos estudos de interação ge- 
nes-nutrição, não é suficiente para a compreensão da re- 
lação entre nutrição, genes e inflamação. 

Por fim, é importante destacar que, apesar das evidên- 
cias de que o genótipo possa interferir na relação entre res- 
posta inflamatória e aspectos nutricionais, esse campo de 
estudo é bastante recente. Portanto, é crucial que os resul- 
tados sejam replicados em estudos independentes e com 
rigor metodológico elevado para que se possa compreen- 
der o papel da interação entre fatores nutricionais e gené- 
ticos na inflamação e no processo saúde-doença. 


Fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) 


A importância do TNF-alfa no processo inflamatório 
fez com que essa citocina se tornasse uma das mais estu- 
dadas no contexto de doenças infecciosas e autoimunes. 
Aliado a isso, a atuação do TNF-alfa no metabolismo de 
lipídios, no processo de coagulação sanguínea, na sensi- 
bilidade à insulina e na função endotelial destaca a im- 
portância dessa citocina no desenvolvimento de doenças 
cardiovasculares (DCV). Macrófagos e monócitos são os 
principais produtores de TNF-alfa, mas outros tipos 


celulares também têm a capacidade de expressar essa ci- 
tocina, como linfócitos T, adipócitos e células epiteliais. A 
regulação da produção de TNF-alfa é complexa e ocorre 
em diversas etapas, que englobam desde a modulação da 
expressão do gene até mecanismos de feedback negativo.” 

O gene que codifica o TNF-alfa está localizado no 
cromossomo 6, na região do MHC classe III. Tal região é 
bastante polimórfica e contém diversos outros genes en- 
volvidos na resposta imunológica. Dentre os diferentes po- 
limorfismos identificados no gene do TNF-alfa ou em re- 
giões próximas a ele, os mais estudados são SNP na região 
regulatória, particularmente o SNP -308 G>A (1s1800629).*º 

A substituição da base nitrogenada G pela A na posi- 
ção -308 parece modificar a capacidade de ligação de fa- 
tores nucleares, porém não há evidências claras de que o 
SNP tenha efeito sobre a expressão do gene ou sobre a 
concentração circulante de TNF-alfa e de outros marca- 
dores inflamatórios.” Em uma metanálise de estudos 
com base em genes candidatos, observou-se que o SNP 
-308 G>A estava positivamente associado a alguns fenó- 
tipos de risco para DCV, como obesidade, pressão arterial 
sistólica e insulinemia de jejum,” o que não foi encontra- 
do em estudos de associação ampla do genoma (GWAS, 
genome-wide association studies).** Outra metanálise não 
encontrou associação entre o SNP -308 G>A e a ocorrên- 
cia de eventos cardiovasculares, como doença cardíaca 
isquêmica ou acidente vascular encefálico (AVE) isquê- 
mico, exceto em populações asiáticas, em que o SNP este- 
ve associado com menor risco de AVC.” 

Poucos estudos investigaram a interação entre a ali- 
mentação e o SNP -308 G>A na modulação da resposta 
inflamatória. Em homens e mulheres espanhóis com sín- 
drome metabólica (idade de 20 a 75 anos), o genótipo 
GG associou-se com maior concentração de PCR. Con- 
tudo, após o consumo de dieta mediterrânea pelo perío- 
do de um ano, a diferença na concentração de PCR em 
função dos genótipos deixou de ser significativa.” Em 
contrapartida, não foi observada interação entre a pre- 
sença do SNP e intervenções nutricionais, como o consu- 
mo de dieta hipocalórica, por espanhóis obesos (80% de 
mulheres; idade média: 46 anos)! ou o aconselhamento 
nutricional para brasileiros com intolerância à glicose/ 
síndrome metabólica (67% de mulheres; idade média: 57 
anos)” sobre a concentração de marcadores inflamató- 
rios (PCR, IL-6 e TNF-alfa). 

Em relação ao efeito de suplementos nutricionais, 
observou-se que carreadores do alelo A referente ao SNP 
-308 G>A apresentaram maior redução da produção de 
T'NF-alfa em resposta à suplementação de óleo de peixe 
(6 g/dia por 12 semanas) em uma amostra de homens 
jovens americanos com idade média de 28 anos? ou de 
vitamina E (182 mg/dia de alfa-tocoferol por um ano) 
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em uma amostra de ingleses idosos (56% de mulheres; 
idade média de 83 anos). Todavia, é necessário que esses 
resultados sejam replicados em estudos maiores e mais 
robustos para que se possa avaliar a consistência dessas 
evidências e seu significado para a prática clínica. 


Interleucina 6 (IL-6) 


A IL-6, originalmente denominada fator de diferen- 
ciação de células B, é atualmente reconhecida por sua atua- 
ção pleiotrópica. Essa citocina tem papel fundamental na 
regulação da resposta inflamatória aguda e também está 
envolvida na patogênese de doenças imunológicas e infla- 
matórias crônicas. Diferentes tipos celulares podem secre- 
tar IL-6, como células endoteliais, queratinócitos, osteo- 
blastos, miócitos, adipócitos, células beta pancreáticas, 
monócitos, macrófagos, entre outros. A IL-6 liga-se ao seu 
receptor, IL-6R, na membrana de hepatócitos e em células 
do sistema imune, e inicia uma cascata de reações que cul- 
mina na produção de mediadores inflamatórios e de pro- 
teínas de fase aguda, como o fibrinogênio e a PCR.“ O 
polimorfismo Asp358Ala (rs2228145) no gene do IL-6R 
resulta em prejuízo na função desse receptor e, portanto, 
em menor resposta celular ao estímulo promovido pela 
IL-6. Indivíduos carreadores do alelo variante em relação a 
esse polimorfismo têm menor risco de desenvolver doença 
arterial coronariana“ e diabete tipo 1,º reforçando o en- 
volvimento da IL-6 no processo inflamatório presente em 
diferentes doenças crônicas. 

O gene que codifica a IL-6 localiza-se no cromossomo 
7. Entre os polimorfismos mais estudados em relação à re- 
gulação da transcrição da IL-6, destaca-se o SNP -174 G>C 
(rs1800795), localizado na região regulatória do gene. Tal 
SNP é encontrado em populações de ancestralidade euro- 
peia, mas não em populações africanas e asiáticas. Os pri- 
meiros estudos sugeriram que a troca da base nitrogenada 
G pela C reduzia a expressão de IL-6 em resposta ao estimu- 
lo com IL-Ibeta ou LPS e resultava em menores concentra- 
ções circulantes de IL-6.º” Contudo, esses resultados não 
foram consistentes em estudos subsequentes, o que torna 
inconclusiva a evidência sobre a importância do SNP -174 
G>C na regulação da expressão do gene da IL-6.ºº Da mes- 
ma forma, estudos iniciais apontaram que esse polimorfis- 
mo estaria associado ao índice de massa corporal (IMC) e a 
doenças crônicas, como diabete e DCV, porém metanálises 
e GWAS não confirmaram esses resultados.” 

Estudos que promoveram a ingestão de dieta medi- 
terrânea em população espanhola* ou que utilizaram 
estratégias de aconselhamento nutricional em brasilei- 
ros? com elevado risco cardiometabólico indicaram que 
o efeito dessas intervenções sobre a produção de media- 
dores inflamatórios (p. ex., IL-6, molécula de adesão 
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intercelular-1 [ICAM-1], TNF-alfa e proteína C reativa) 
foi independente do genótipo do SNP -174 G>C. 


Interleucina 1 beta (IL-1beta) 


Assim como o TNF-alfa e a IL-6, a IL-Ibeta desem- 
penha papel central na regulação da resposta inflamató- 
ria e imunológica. Essa citocina regula a produção de di- 
versos mediadores inflamatórios, como IL-6, ICAM-1 e 
E-selectina. A família da IL-1 compreende nove genes 
localizados no cromossomo 2, dentre os quais os genes 
da IL-lalfa, da IL-1beta e do antagonista do receptor de 
IL-1 (IL-1RN). Dois SNP na região regulatória do gene 
têm recebido destaque na literatura científica: o -511 
C>T (rs16944) e o -31 T>C (rs1143627). Esses SNP estão 
em forte desequilíbrio de ligação (R? = 0,94 na população 
CEU — Utah Residents with Northern and Western Europe 
Ancestry — do HapMap), o que torna difícil estudar o efei- 
to de um SNP isolado do outro. Entretanto, há evidências 
de que o SNP -31 T>C esteja associado à menor expres- 
são de IL-Ibeta.* 

Os estudos que avaliaram a relação de SNP no gene 
da IL-Ibeta ou em regiões próximas a ele com fatores nu- 
tricionais são escassos, o que limita a interpretação da re- 
levância desses polimorfismos na relação entre nutrição e 
doenças. Estudos observacionais relataram que SNP no 
gene da IL-Ibeta podem estar associados à ocorrência de 
fenótipos relacionados com a síndrome metabólica em 
indivíduos caucasianos com menores concentrações de 
ácidos graxos ômega-3 (ácidos eicosapentaenoico [EPA] 
e docosaexaenoico [DHA]) (52% de mulheres; idade mé- 
dia: 49 anos)“ e em asiáticos com menores concentrações 
de betacaroteno (68% de mulheres; idade média: 58 
anos).* Aliado a isso, um estudo de intervenção apontou 
que o efeito de um suplemento rico em compostos bioa- 
tivos com ação anti-inflamatória sobre a concentração 
circulante de proteína C reativa e de IL-Ibeta variou de 
acordo com o genótipo no locus do gene da IL-Ibeta em 
adultos americanos saudáveis e não fumantes.” 


Interleucina 10 (IL-10) 


A IL-10 atua na inibição da produção de citocinas 
pró-inflamatórias e, portanto, tem papel crítico na regu- 
lação da resposta imune. Diversos polimorfismos foram 
descritos na região regulatória do gene, como: -1082 
G>A (rs1800896), -819 C>T (rs1800871) e -592 C>A 
(rs1800872). Esses SNP estão em forte desequilíbrio de 
ligação em populações de ancestralidade europeia e dão 
origem a três haplótipos (GCC, ACC e ATA). A concen- 
tração sanguínea de IL-10 é maior entre indivíduos que 
apresentam o genótipo GCC.* 


A alimentação e o estilo de vida são importantes de- 
terminantes de neoplasia colorretal. A inflamação crônica 
é um dos potenciais mecanismos que explicam a relação 
entre a alimentação e a doença. Em razão das proprieda- 
des anti-inflamatórias e antiangiogênicas da IL-10, sur- 
giram hipóteses de que SNP funcionais na região do ge- 
ne da IL-10 podem ser importantes modificadores de 
efeito da relação entre alimentação e câncer de cólon e 
reto. Nesse contexto, um estudo caso-controle apontou 
que o baixo consumo de fibras alimentares (< 17 g/dia) 
aumentou o risco de câncer colorretal apenas em indiví- 
duos carreadores do alelo A do SNP -592 (rs1800872) em 
uma amostra de dinamarqueses (45% de mulheres; idade 
média: 57 anos). 


INFLUÊNCIAS DE PADRÕES ALIMENTARES E DE 7 
SUPLEMENTAÇÃO NUTRICIONAL NA MODULACAO 
DA EXPRESSAO GENICA 


Dieta mediterrânea, inflamação e expressão gênica 


O termo “dieta mediterrânea” normalmente remete 
ao padrão alimentar de diferentes países localizados na 
costa do Mar Mediterrâneo. Não há uma definição uni- 
versal para a dieta mediterrânea e diferentes estudos 
apropriam-se do termo sem estabelecer critérios claros e 
objetivos para defini-la. De modo geral, a dieta mediter- 
rânea tradicional caracteriza-se por consumo elevado de 
alimentos de origem vegetal, como hortaliças, frutas, cas- 
tanhas, cereais integrais e azeite de oliva; por baixa in- 
gestão de carne vermelha e por consumo moderado de 
produtos lácteos e de álcool, principalmente o vinho, du- 
rante as refeições. O consumo de peixes costuma ser mo- 
derado, variando em função da distância em relação ao 
mar. A dieta mediterrânea é uma das dietas contempora- 
neas mais estudadas e sobre a qual se tem o maior corpo 
de evidências de efeitos benéficos à saúde. 

Já na década de 1960, observou-se que a taxa de mor- 
talidade era menor em populações de países mediterra- 
neos, como Grécia e Itália, em comparação a outros países 
europeus ou aos Estados Unidos.” Posteriormente, estu- 
dos observacionais indicaram que a adesão ao padrão ali- 
mentar mediterrâneo está inversamente relacionada a 
ocorrência de doenças crônicas, como DCV, diabete tipo 
2 e alguns tipos de câncer.” 

O estudo Predimed (“Prevención con dieta mediter- 
ranea”) é o maior ensaio clínico até o momento, em que 
foram recrutados 7.447 indivíduos com o objetivo de 
avaliar o efeito em longo prazo do consumo da dieta me- 
diterrânea sobre a prevenção primária de DCV em indi- 
víduos com risco elevado (presença de diabete tipo 2 ou 
de três fatores de risco cardiovascular, como hipertensão 


arterial, concentrações elevadas de lipoproteína de baixa 
densidade [LDL], concentrações reduzidas de lipoproteí- 
na de alta densidade [HDL], excesso de peso, tabagismo 
ou história familiar de DCV precoce). Nesse estudo, fo- 
ram avaliados três grupos: um grupo foi incentivado a 
consumir dieta pobre em lipídios (grupo de referência) e 
os outros dois foram incentivados a consumir dieta me- 
diterrânea suplementada com azeite de oliva extravirgem 
(50 mL) ou castanhas (30 g/dia). As recomendações para 
consumo de dieta mediterrânea envolviam aumentar o 
consumo de hortaliças (> 2 porções/dia) e frutas (> 3 
porções/dia), castanhas, peixes ou frutos do mar (> 3 
porções/semana), reduzir o consumo de carnes verme- 
lhas e de produtos processados à base de carne e usar 
azeite de oliva nas preparações.” Os grupos que consu- 
miram a dieta mediterrânea tiveram redução de cerca de 
30% no risco de DCV em comparação ao grupo de refe- 
rência (após cerca de cinco anos). A intervenção tam- 
bém reduziu o risco de diabetes.” 

Os benefícios da dieta mediterrânea à saúde vascular 
estão relacionados à melhora em fatores de risco clássi- 
cos, como redução da pressão arterial, melhora do con- 
trole glicêmico e do perfil lipídico, mas também modula- 
ção de outros fatores de risco, como o estresse oxidativo e 
a inflamação. No estudo Predimed, em apenas três meses 
de intervenção, observou-se redução da concentração 
sanguínea de IL-6 e das moléculas de adesão celular vas- 
cular (VCAM-1) e ICAM-1 nos dois grupos que consu- 
miram dieta mediterrânea, e redução na concentração 
sanguínea de proteína C reativa apenas no grupo que 
consumiu dieta mediterrânea suplementada com azeite 
de oliva. Em contrapartida, no grupo de referência (dieta 
pobre em lipídios), observou-se aumento da concentra- 
ção de VCAM-1 e de ICAM-1 após três meses do inicio 
do estudo.* O efeito anti-inflamatório do padrão ali- 
mentar mediterrâneo foi acompanhado por redução na 
expressão de CD49b em linfócitos T periféricos e de 
CD11b, CD49b e CD40 em monócitos, cujas moléculas 
são cruciais para a interação de leucócitos com outras cé- 
lulas.” A modulação do processo inflamatório foi ainda 
mais pronunciada após um ano da intervenção: os gru- 
pos que consumiram a dieta mediterrânea tiveram redu- 
ções de 35 a 40% na concentração de PCR, de 90 a 95% 
na concentração de IL-6 e de 19 a 20% na concentração 
de P-selectina.” 

O efeito anti-inflamatório da dieta mediterrânea re- 
flete uma combinação complexa entre práticas alimen- 
tares, alimentos, nutrientes e compostos bioativos. Há 
poucos estudos sobre o efeito global da dieta mediterra- 
nea na expressão de genes relacionados à inflamação. 
Contudo, alguns alimentos que a compõem, como o 
azeite de oliva extravirgem, têm sido extensamente estu- 
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dados. A exemplo disso, tem-se demonstrado que o con- 
sumo de azeite de oliva extravirgem reduz a expressão 
de genes em células mononucleares de indivíduos com 
síndrome metabólica, incluindo aqueles relacionados 
aos fatores de transcrição NF-kB e AP-1, MAPK, citoci- 
nas e à via do ácido araquidônico. O efeito anti-inflama- 
tório do azeite de oliva extravirgem tem sido atribuído 
particularmente a compostos fenólicos, como oleuro- 
peína e hidroxitirosol.” 


Sensores de ácidos graxos, inflamação e expressão 
gênica 


Sensores de ácidos graxos saturados: receptores do tipo Toll 4 


Ácidos graxos são ácidos carboxílicos que apresen- 
tam um grupo carboxila (-COOH) ligado a uma cadeia 
hidrocarbonada composta de um número variável de 
carbonos. Ácidos graxos são classificados de acordo com 
sua estrutura, número de carbonos, configuração cis ou 
trans, e número e posição das duplas ligações, proprieda- 
des físicas e químicas que conferem funções biológicas 
distintas a essas moléculas. Em razão dessas diferenças 
estruturais, sensores de nutrientes específicos são neces- 
sários para detectar variações na concentração dos diver- 
sos tipos de ácidos graxos.” 

Ácidos graxos saturados como o palmítico (16:0) e o 
esteárico (18:0) são encontrados abundantemente no or- 
ganismo humano, respondendo por aproximadamente 
metade dos ácidos graxos encontrados no plasma. Con- 
centrações elevadas desses ácidos graxos, em função do 
consumo exacerbado de alimentos de origem animal e/ou 
da alta velocidade de síntese endógena, estão associadas 
com ganho de peso, inflamação e desenvolvimento de 
DCV e alterações metabólicas. Essas ações dos ácidos 
graxos saturados estão relacionadas, pelo menos em par- 
te, com a capacidade dessas moléculas de interagir e ati- 
var receptores de membrana TLR4.%* A ativação de 
TLR4 provoca resposta imune potente que inclui a ativa- 
ção de diversos fatores de transcrição pró-inflamatórios, 
como o NF-kB e o AP-1, que, por meio do controle da 
expressão de diversos genes, promovem o recrutamento e 
a diferenciação de monócitos em macrófagos e o aumen- 
to da produção de citocinas e quimiocinas, etapas impor- 
tantes na indução da resposta imune adaptativa. Evidên- 
cias experimentais indicam que concentrações elevadas 
de ácidos graxos saturados, por meio da ativação de 
TLR4, podem estar diretamente envolvidas no desenvol- 
vimento e na manutenção da inflamação crônica e de 
baixa intensidade e na resistência à insulina associadas à 
obesidade.” Processos inflamatórios induzem resistência 
à insulina por meio da ativação de várias quinases intra- 
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celulares, incluindo JNK, IKK beta e p70 S6 quinase 1 
(S6K1), as quais inibem a ação da insulina por meio da 
fosforilação inibitória de resíduos de serina no IRS-1, 
bloqueando a transmissão do sinal desencadeado pela in- 
teração da insulina com seu receptor.” 6 


Sensores de ácidos graxos poli-insaturados ômega-3: 
PPAR e GPR 


Os ácidos graxos poli-insaturados ômega 3 (n-3) são 
ácidos graxos essenciais, isto é, não são sintetizados en- 
dogenamente em mamíferos em razão da ausência das 
enzimas delta 12 e 15 dessaturases, as quais catalisam a 
inserção de uma dupla ligação nas posições n-3 e n-6 da 
cadeia carbônica dessas moléculas. Os principais ácidos 
graxos n-3 são o EPA (20:5 n-3) e o DHA (22:6 n-3), en- 
contrados principalmente em peixes que vivem em água 
fria. Ao contrário dos saturados, a ingestão de alimen- 
tos ricos em ácidos graxos n-3 está diretamente relacio- 
nada com menor incidência de condições metabólicas, 
como obesidade, diabete tipo 2 e DCV.é Os mecanismos 
moleculares envolvidos nos efeitos protetores dos ácidos 
graxos n-3 ainda não foram completamente elucidados; 
entretanto, evidências recentes apontam que essas ações 
estão associadas às propriedades anti-inflamatórias des- 
ses ácidos graxos. Sensores de nutrientes detectam altera- 
ções na disponibilidade de ácidos graxos n-3, como os 
fatores de transcrição denominados receptores ativados 
por proliferação de peroxissomos (PPAR) e os receptores 
de membrana acoplados à proteína G 120 (GPR120), que 
serão discutidos em detalhes. 

Os ácidos graxos ômega-3 são ligantes fracos natu- 
rais que possuem a capacidade de interagir e ativar os 
PPAR,” receptores nucleares que controlam a transcrição 
de diversos genes por meio da heterodimerização obriga- 
tória com o receptor X de retinoides (RXR) e da intera- 
ção com sequências específicas na região promotora dos 
genes responsivos ao PPAR denominadas de elemento de 
resposta ao PPAR (PPRE).” São membros dessa subfa- 
milia os PPAR alfa, PPAR beta/delta e PPAR gama; este 
ultimo apresenta as isoformas 1 e 2 derivadas do mesmo 
gene por meio da ativação diferencial do promotor e do 
splicing alternativo de RNA mensageiro. Os três membros 
que compõem a subfamília PPAR são expressos diferen- 
cialmente nos diversos tecidos corporais.” 

O PPAR alfa é expresso principalmente no fígado, on- 
de modula positivamente a capacidade oxidativa e neogli- 
cogênica e, negativamente, a síntese e secreção de triacil- 
glicerol. O PPAR beta/delta é expresso ubiquamente em 
diversos tecidos corporais, regulando principalmente a 
oxidação de ácidos graxos. Já o PPAR gama é expresso 
principalmente no tecido adiposo branco e marrom, 


células dendríticas, macrófagos, neurônios, células endo- 
teliais e cardiomiócitos. No tecido adiposo, o PPAR gama 
é essencial para a diferenciação dos pré-adipócitos em 
adipócitos maduros, além de controlar a expressão de 
proteínas envolvidas no metabolismo de lipídios, incluin- 
do captação, ativação, esterificação, lipólise, reciclagem e 
oxidação dos ácidos graxos.” 

A ativação do PPAR gama induz resposta anti-infla- 
matória caracterizada pela inibição do NF-kB e, assim, da 
expressão e da secreção de diversas adipocinas/citocinas 
pró-inflamatórias, como leptina, TNF-alfa e IL-6, bem 
como pelo aumento da secreção de adiponectina, uma 
importante adipocina anti-inflamatória. A ativação do 
PPAR gama reduz também a atividade da iNOS, tanto in 
vitro quanto in vivo, reduzindo a produção de NO, um 
importante mediador inflamatório relacionado com o de- 
senvolvimento da resistência à insulina associada à obesi- 
dade.” Em conjunto, esses dados indicam que pelo me- 
nos parte das ações anti-inflamatórias dos ácidos graxos 
n-3 possam ser mediadas pela ativação do PPAR gama. 

GPR120 são receptores de membrana acoplados à 
proteína Gq, amplamente expressos em adipócitos, ma- 
crófagos localizados no tecido adiposo e fígado (células 
Kupffer) e células enteroendócrinas L. Esses receptores, 
caracterizados como órfãos (seus ligantes endógenos 
ainda não foram descobertos), quando ativados por áci- 
dos graxos n-3 EPA e DHA, promovem inibição poten- 
te da resposta pró-inflamatória induzida pelo T'NF-alfa e 
por LPS. Mecanisticamente, o GPR120 inibe a resposta 
celular pró-inflamatória induzida pelo T'NF-alfa e por 
LPS por meio da interação com a proteína adaptadora 
citosólica denominada beta-arrestina 2, a qual inibe a 
quinase 1 ativada por fator de crescimento beta (TAK1), 
uma proteína essencial para a ativação das vias pró-in- 
flamatórias IKKbeta/NF-kB e JNK/AP1 (Figura 19.3). É 
importante destacar que estudos in vivo em camundon- 
gos constataram que os efeitos protetores dos ácidos 
graxos n-3 contra o desenvolvimento da inflamação crô- 
nica e de baixa intensidade associada à obesidade são 
abolidos na ausência dos receptores GPR120.” Em con- 
junto, esses dados indicam que os sensores de ácidos 
graxos n-3 GRP120 participam ativamente das ações 
anti-inflamatórias desses nutrientes. 


Aminoácidos, inflamação e expressão gênica 


O sistema mais bem caracterizado de sensibilidade aos 
aminoácidos é o da proteína alvo da rapamicina em ma- 
míferos (mTOR), uma serina-treonina quinase extrema- 
mente conservada durante a evolução que controla a sínte- 
se proteica, o metabolismo, o crescimento e a proliferação 
celular. A mTOR é o núcleo catalítico de dois complexos 
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Figura 19.3 Inibição da sinalização pró-inflamatória do NF-kB pelos ácidos graxos ômega 3 (n-3). GPR120: receptor acoplado à proteína G 120; 
JNK: janus quinase; LPS: lipopolissacarídeo; NF-kB: fator nuclear kappa B; PPARgama: receptor ativado por proliferador de peroxissomos gama; 
PPRE: elemento de resposta ao PPAR; RXR: receptor do ácido retinoico; TAK1: quinase ativada pelo fator de transformação do crescimento beta; 


TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa. Fonte: adaptada de Oh et al.” 


multiproteicos distintos, complexos 1 e 2 da mTOR 
(mTORC1 e mTORC2, respectivamente), que possuem 
funções biológicas, substratos distintos e sensibilidade di- 
ferente à inibição pela rapamicina.”»”* Entre esses comple- 
xos, apenas o mTORCI tem a capacidade de detectar alte- 
rações na disponibilidade de aminoácidos, principalmente 
os de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina).? O 
mecanismo molecular exato envolvido na ativação do 
mTORCI por aminoácidos ainda não foi completamente 
caracterizado, mas parece envolver a translocação desse 
complexo do citosol para os lisossomos e a interação com 
proteínas denominadas Rag (recombination-activating ge- 
nes).? Após ativação, o mTORCI promove, por meio da 
fosforilação de diversas proteínas, efeitos biológicos im- 
portantes, como a síntese de proteínas, de lipídios e de nu- 
cleotídeos, além de inibir a autofagia. O mTORCI também 
controla a atividade de fatores de transcrição, como o fator 
induzido pela hipóxia 1 (HIF-1), a proteína de ligação ao 
elemento regulado por esteroides (SREBP) e os PPAR, mo- 
dulando assim a transcrição gênica de proteínas impor- 
tantes das vias glicolíticas e lipogénicas.”>” 

Estudos de metabolômica que encontraram concen- 
trações plasmáticas elevadas de aminoácidos de cadeia ra- 
mificada em indivíduos obesos e diabéticos, em conjunto 
com resultados de aumento da atividade do complexo 1 da 
mTOR no fígado, no músculo esquelético e no tecido adi- 


poso de indivíduos obesos e com resistência à insulina, in- 
dicam possível envolvimento da via aminoácidos/m TORCI 
no desenvolvimento dessas condições clínicas.”»76 

Mais especificamente, a ativação crônica da via 
mTORC1/S6K1 está associada com o desenvolvimento da 
resistência à insulina por um mecanismo de feedback ne- 
gativo, no qual o substrato de mTORC1/S6K1, quando 
ativo, fosforila resíduos de serina do IRS-1, bloqueando a 
sua ativação e, consequentemente, a ativação da via da 
PI3K/Akt pela insulina (Figura 19.4).”° Além da resistência 
à insulina, o mTORCI está também envolvido no desen- 
volvimento da inflamação crônica de baixa intensidade 
associada à obesidade. A ativação de vias pró-inflamató- 
rias por ácidos graxos saturados, pelo TNF-alfa ou pelo 
LPS está associada com o aumento da atividade do 
mTORCI em diversos tipos celulares, como adipócitos, 
hepatócitos e macrófagos.” A função exercida por esse 
complexo no desenvolvimento de processo inflamatório, 
entretanto, ainda precisa ser mais bem elucidada. 


Glicose, inflamação e expressão gênica 


A glicose é o principal nutriente utilizado para pro- 
dução de energia em humanos, especialmente no siste- 
ma nervoso central e nos eritrócitos, cujos metabolis- 
mos dependem quase exclusivamente desse metabólito. 
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Figura 19.4 Funções biológicas do sensor de aminoácidos (AA) mTOR. 4E-BP: proteína 1 de ligação ao elF4E; ATG13: proteína relacionada a autofa- 
gia 13; DEPTOR: proteína com dominio DEP associada a mTOR; mLST8: proteína letal de mamíferos com Sec13 8; mTOR: proteína alvo da rapamicina 
em mamíferos; PGCalfa: coativador dos PPAR alfa; PPARalfa: receptor ativado por proliferador de peroxissomos alfa; PPARgama: receptor ativado 
por proliferador de peroxissomos gama; PRAS40: substrato da AKT (proteína quinase B) rico em prolina 40; RAPTOR: proteína regulatória associa- 
da a mTOR; RHEB: proteína homóloga a RAS enriquecida no cérebro; S6K1: quinase p70 S6; SREBP: proteína de ligação ao elemento regulado por 


esteroides; ULK1: quinase ativadora da autofagia similar a Unc51. 


Em razão de sua importante função energética, existem 
diversos sensores de glicose situados em várias regiões do 
organismo que detectam variações na disponibilidade 
desse açúcar e atuam com o objetivo de manter seu for- 
necimento adequado para atender às necessidades ener- 
géticas celulares. As células alfa e beta pancreáticas são os 
sensores de glicose mais estudados. Essas células secre- 
tam glucagon e insulina em resposta à hipo e à hipergli- 
cemia, respectivamente. Esses hormônios modulam vias 
de produção e utilização de glicose com o objetivo de 
manter a glicemia dentro de valores adequados. A manu- 
tenção de altas concentrações de glicose (hiperglicemia) 
por período prolongado — uma das principais caracterís- 
ticas do diabete e da síndrome metabólica — promove da- 
nos aos diversos tipos celulares, resultando em aumento 
da produção de proteínas inflamatórias e de ERO, forma- 
ção de produtos finais de glicação avançada (AGE) e ati- 
vação de isoformas da proteína quinase C.* Além do 
mais, concentrações elevadas de glicose promovem fluxo 
metabólico exacerbado na via das hexosaminas, evento 
associado ao desenvolvimento de resistência à insulina 
em células e tecidos. Diversos sensores de glicose foram 
caracterizados nas últimas décadas com funções biológi- 
cas distintas. A seguir serão discutidos aspectos relativos 
ao principal sensor de glicose intracelular: a proteína 
quinase ativada por AMP (AMPK). 


Glicose e AMPK 


A AMPK é uma proteína heterotrimérica citosólica 
composta de subunidades alfa catalíticas com atividade 
serina-treonina quinase, e subunidades beta e gama re- 
gulatórias. A atividade da AMPK aumenta drasticamente 
quando ocorre a fosforilação do aminoácido treonina 
(na posição 172) de sua subunidade alfa, por ação da qui- 
nase supressora de tumor LKB1, o que ocorre após mu- 
dança conformacional da AMPK induzida pela interação 
alostérica com o AMP.” 

Alterações na concentração de glicose modulam in- 
diretamente a atividade da AMPK por meio de alterações 
na proporção AMP:ATP, isto é, disponibilidade reduzida 
de glicose aumenta a proporção AMP:ATP, promovendo 
a ativação da AMPK, enquanto o oposto também é ver- 
dadeiro. Quando ativada, a AMPK estimula vias catabó- 
licas de produção de energia e inibe vias anabólicas. Al- 
guns efeitos clássicos da AMPK são: 


= Aumento da captação de glicose pela ativação dos 
transportadores de glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT4). 

E Elevação da glicólise. 

E Incremento da captação e oxidação de ácidos gra- 
xos (beta-oxidação). 


m Aumento da biogênese mitocondrial pela ativação 
do coativador alfa de PPAR (PGC-alfa), um corregulador 
da atividade de diversos fatores de transcrição.” 


Entre os processos anabólicos inibidos pela AMPK 
estão a síntese de novo de ácidos graxos e triacilgliceróis 
e a síntese de glicogênio e de RNA ribossômico (Figura 
19.5). Muitos desses efeitos da AMPK são mediados pela 
alteração da atividade de fatores de transcrição impor- 
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tantes, como SREBP-1, PGC-alfa, CRTC2 (um coativa- 
dor do fator de transcrição CREB, ativado por AMP cí- 
clico), proteína de ligação ao elemento responsivo a 
carboidratos (ChREBP) e de histonas desacetilases 
(HDAC), os quais promovem alterações importantes na 
expressão de genes envolvidos nos processos metabóli- 
cos mencionados.” A AMPK também está envolvida no 
controle da função imune, apresentando potente ativi- 
dade inibidora do desenvolvimento de processos infla- 


| Glicose 


Î AMP/ATP 


GLUTI e 4 CPTI 
Captação Oxidação Biogênese : E 
glicose e Eae É : Autofagia Inflamação 
e: ácidos graxos mitocondrial 
ácidos graxos 


Figura 19.5 Funções biológicas do sensor de energia AMPK. AMP: monofosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; AMPK: proteína 
quinase dependente de AMP; CPT1: carnitina palmitoil transferase; NF-kB: fator nuclear kappa B; PGC-alfa: coativador alfa dos PPAR; PPAR-alfa: 
receptor ativado por proliferador de peroxissomos alfa; ULK1 e 2: quinases 1 e 2 ativadoras da autofagia similares a Unc51. Fonte: adaptada de 


Hardie et al. e Hardie.” 


matórios. A ativação farmacológica da AMPK está asso- 
ciada com redução da resposta pró-inflamatória 
induzida pelo TNF-alfa, pelo interferon gama (IFN-ga- 
ma) e por LPS.” Os mecanismos que determinam a res- 
posta anti-inflamatória desencadeada pela AMPK ainda 
não foram completamente elucidados, mas parecem en- 
volver a ativação do metabolismo oxidativo e a repres- 
são da glicólise aeróbia, eventos metabólicos envolvidos 
com a ativação e a polarização de macrófagos para o 
fenótipo pró-inflamatório M1. 


Curcumina, inflamação e expressão gênica 


A curcumina, um membro da família dos compostos 
curcuminoides, é um pigmento fenólico de cor amarela 
obtido a partir da cúrcuma (Curcuma longa L.), perten- 
cente à família da Zingiberaceae. Sua atividade antioxi- 


dante tem sido atribuída aos seus grupos hidroxil e metó- 
xi (Figura 19.6). Um típico extrato cru dos rizomas da C. 
longa contém cerca de 70 a 76% de curcumina. À curcu- 
mina apresenta ação anti-inflamatória, antibacteriana, 
antiviral, antifúngica e antitumoral.*! 


HCO 


HO 


Figura 19.6 Estrutura da curcumina. 


A curcumina modula diversos alvos moleculares in 
vitro, incluindo o NF-kB, e a expressão dos genes induzida 
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por esse fator de transcrição, como aqueles que codifi- 
cam as proteínas COX-2, iNOS, VCAM-1, ICAM-1, 
TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IFN-gama. Além disso, 
ela inibe, in vitro, a ativação do NF-kB dependente de 
TNF-alfa, bem como a ativação induzida por forbol- 
-12-acetato-13-miristato (PMA) e por peróxido de hi- 
drogênio. Esses três indutores estimulam a produção de 
ERO, as quais são potentes ativadoras do NF-kB.** Desse 
modo, sugere-se que o efeito anti-inflamatório da curcu- 
mina se deva, em parte, à sua capacidade de “sequestrar” 
ERO em situações de estresse oxidativo celular. 

Ela é capaz de inibir a fosforilação e a degradação do 
IkB-alfa induzida pelo TNF-alfa, bem como a ativação do 
fator de transcrição AP-1, frequentemente associado à 
resposta inflamatória.” Em ensaios in vitro, a curcumina 
efetivamente inibe a ativação da JNK em células estimula- 
das por TNF-alfa, radiação ionizante e PMA. Esse fato 
revela um dos possíveis mecanismos de supressão das vias 
de sinalização da AP-1 e do NF-kB por esse composto.* 


Catequinas, inflamação e expressão gênica 


As catequinas pertencem ao grupo dos flavonoides, a 
mais abrangente categoria dentro dos compostos fenóli- 
cos. As principais catequinas são epicatequina (EC), epi- 
galocatequina (EGC), epicatequina-3-galato (ECG) e 
epigalocatequina-3-galato (EGCG) (Figura 19.7). As ca- 
tequinas estão amplamente distribuídas nos alimentos. A 
EC pode ser encontrada principalmente na fava, no cho- 
colate e em frutas como maçã, amora, cereja, uvas escu- 
ras, peras e framboesas. EGC, ECG e EGCG são encontra- 
das principalmente no chá-verde e, em menor extensão, 
no chá-preto. 
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Figura 19.7 Estrutura das principais catequinas. Fonte: Williamson e 
Manach.™ 


Em diversos tipos de culturas celulares, as catequinas, 
em especial a EGCG, inibem a síntese de citocinas pró-in- 
flamatórias, como a IL-Ibeta e o TNF-alfa, aumentam a 
síntese da citocina anti-inflamatória IL-10, reduzem a ex- 
pressão das enzimas iNOS e COX-2 e inibem a produção 
de MCP-1 e de VCAM-1, envolvidas na migração e na in- 
filtração de células do sistema imune no endotélio vascu- 
lar — etapas fundamentais para o desenvolvimento da ate- 
rosclerose. A ação anti-inflamatória da EGCG in vitro tem 
sido atribuída, principalmente, à inibição do NF-kB.º 

Cabe destacar que as evidências dos estudos in vitro 
sobre os efeitos anti-inflamatórios das catequinas devem 
ser interpretadas com cautela. De modo geral, os estudos 
que observaram efeito anti-inflamatório das catequinas 
usaram doses suprafisiológicas desses compostos, as 
quais não podem ser obtidas por meio da alimentação. 
Além disso, as catequinas, assim como outros compostos 
fenólicos, são extensamente metabolizadas no trato gas- 
trintestinal e convertidas em outros tipos de metabólitos 
antes de atingirem a circulação sanguínea. 

Em animais consumindo ração hiperlipídica, a inges- 
tão de extrato de chá-verde (400 mg/kg de peso, por oito 
semanas), via gavagem, resultou em redução da expressão 
de proteínas que regulam a ativação do NF-kB, como 
TLR4, MyD88 e TRAF6, assim como na diminuição da 
expressão de TNF-alfa no tecido adiposo mesentérico.” 
Observou-se também que a EGCG administrada via in- 
traperitonial atenuou os efeitos adversos da ração hiper- 
lipídica sobre o tecido hepático, principalmente pela re- 
dução da ativação do NF-kB e da via PI3 K/Akt/FoxO1, 
importantes reguladores do processo inflamatório e da 
fibrose que ocorrem na esteatose hepática não alcoólica. 
O efeito anti-inflamatório da EGCG também foi relatado 
para outros tipos de modelos experimentais de condições 
crônicas, como diabete tipo 2, artrite reumatoide, enve- 
lhecimento, aterosclerose e hipertensão arterial.” 

Estudos em seres humanos que avaliaram o efeito da 
ingestão de catequinas sobre a resposta inflamatória são 
escassos e, de modo geral, não corroboram com os acha- 
dos dos estudos in vitro. Em curto prazo (até duas horas 
após sua ingestão), o consumo de 6 g de chá-verde por 
indivíduos saudáveis (64% de homens; idade média de 
30 anos) não afetou a concentração sanguínea de bio- 
marcadores inflamatórios, como proteína C reativa, 
IL-Ibeta e IL-6.” Ainda, a ingestão de chá-verde, durante 
quatro semanas, não teve efeito sobre a concentração 
sanguínea de mediadores inflamatórios, como PCR, 
IL-Ibeta e IL-6 e TNF-alfa, sVCAM-1 e sICAM-1, em in- 
dividuos tabagistas,”! com síndrome metabólica”? ou com 
diabete tipo 2.ºº* Por outro lado, o consumo de chá-ver- 
de com conteúdo elevado de catequinas (580 mg/dia, por 


duas semanas) resultou em redução da concentração cir- 
culante de PCR e MCP-1 em indivíduos tabagistas.” 

A Tabela 19.1 apresenta diferentes compostos bioati- 
vos de alimentos envolvidos na modulação da resposta 
inflamatória. 


MicroRNA, inflamação e obesidade 


Os microRNA (miR) são uma classe de RNA peque- 
nos (20 a 23 nucleotídeos), endógenos, fita simples, não 
codificantes e altamente conservados, que regulam a ex- 
pressão gênica e a tradução de RNA mensageiros 
(RNAm). Estudos têm evidenciado o papel dos miR na 
iniciação e progressão do câncer, bem como a sua função 
fisiológica na resposta imune e inflamatória e na prolife- 
ração e morte celular, as quais são reguladas pelo fator de 
transcrição NF-kB. Conforme pode ser observado na Fi- 
gura 19.8, diversos miR estão envolvidos na inibição e na 
ativação da via de sinalização do NF-kB. 

A hipertrofia e a hiperplasia do tecido adiposo são 
associadas com anormalidades intracelulares relaciona- 
das à função dos adipócitos, as quais podem ser induzi- 
das por alterações no perfil de expressão de miR. Nesse 
sentido, constata-se que os miR-130b e miR-210 apresen- 
tam expressão reduzida durante a diferenciação de adi- 
pócitos em indivíduos magros e obesos, enquanto os 
miR-100, miR-125b, miR-221 e miR-222 têm aumento 
da expressão em indivíduos obesos e redução da expres- 
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são em indivíduos magros. Por outro lado, miR-103, 
miR-107, miR-143 e miR-185 são induzidos em adipóci- 
tos de indivíduos magros, porém apresentam redução da 
expressão em indivíduos obesos. O miR-34a apresenta 
maior expressão durante a adipogênese, sendo essa ex- 
pressão positivamente associada com o IMC. No tocante 
a regulação da resposta inflamatória, verifica-se que o 
T'NF-alfa induz a redução da expressão do miR-103 e do 
miR-143, o que prejudica a formação de adipócitos me- 
tabolicamente ativos e completamente diferenciados.'” 
O prejuízo da função dos adipócitos está associado 
com o estresse do retículo endoplasmático e da função 
mitocondrial, os quais agravam a disfunção dessas célu- 
las. Tal fato provoca o aumento da síntese de citocinas 
pró-inflamatórias e a redução da síntese de adiponecti- 
na. Nesse contexto, verifica-se que o miR-21 inibe a via 
de sinalização do TGF-beta, que, por sua vez, inibe a adi- 
pogênese e o aumento da resposta inflamatória. Além 
disso, macrófagos progressivamente infiltram o tecido 
adiposo de indivíduos obesos, o que contribui para o au- 
mento da produção de diferentes mediadores com ação 
pró-inflamatória e, consequentemente, para o quadro de 
inflamação crônica e de baixa intensidade. MiR-155, 
miR-183 e miR-872 induzem estresse oxidativo, infla- 
mação e apoptose por inibirem a heme oxigenasse 1 
(HO-1), enquanto o miR-221 e o miR-222 correlacio- 
nam-se positivamente com a expressão do TNF-alfa e 
negativamente com a expressão da adiponectina. Além 


Tabela 19.1 Compostos bioativos de alimentos envolvidos na modulação da resposta inflamatória 


Compostos Fontes alimentares 
bioativos 
Resveratrol Uvas (Vitis vinifera) 
c : Cúrcuma (Curcuma 
urcumina 
longa) 
Catequinas Cha-verde e cha-preto 
(EGCG) P 
Genisteína Soja (Glycine max) 
Quercetina Frutas cítricas, maçã 


Sulforafano Crucíferas 


Pimenta vermelha 


Capsaicina (Capsicum annum) 


Indol-3-carbinol Cruciferas 


Acido elagico Romã (Punica 
granatum) 
Gengibre (Zingiber 


6-Gingerol officinale) 


Efeito na resposta inflamatoria 


Y COX-2, VINOS, Y JNK, Y MEK, Nº NF-kB, Ny AP-1, Ny PKC, Y 5-LOX, VIL-6, ẹ IL-8, NV IL-1, 


M Nrf2, Y VCAM-1 


W NF-kB, NV AP-1, 4» PPAR gama, Ñ Nrf2, Y JNK, W PKC, YW VCAM-1, Y 5-LOX, Ny COX-2, ViNOS, 
V TNF-alfa, VIL-6, Y IL-8, Ny IL-12, 4x GPx 


V NF-kB, ¥ IL-1beta, W IL-10, Y TNF-alfa, W iNOS, Y COX-2, Y MCP-1, Y ICAM-1, Y VCAM-1, 


Y PCR 

Y NF-kB, 4) GPx 
V NF-kB 
V NF-kB 


V NF-kB 
V NF-kB 


Y NF-kB, Y COX-2, ¥ MMP-9 


V TNF-alfa, Y NF-kB, Y AP-1, Ny COX-2, NV iNOS, Ny p38MAPK 


5-LOX: 5-lipoxigenase; AP-1: proteína ativadora-1; COX-2: ciclo-oxigenase 2; GPx: glutationa peroxidase; ICAM-1: molécula de adesão intracelular 1; IL: interleucina; 
iNOS: óxido nítrico sintase induzivel; JNK: Jun N-terminal quinase; MEK: proteína quinase quinase ativada por mitógeno; MCP-1: proteína quimiotatica para monócitos 
1; MMP-9: metalopeptidase de matriz 9; NF-kB: fator nuclear kappa B; Nrf2: nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, p38MAPK: proteína quinase ativada por 
mitógeno p38; PCR: proteína C reativa; PKC: proteína quinase C; PPAR-gama: receptor ativado por proliferação de peroxissomos gama; TNF-alfa: fator de necrose 
tumoral alfa; VCAM-1: molécula de adesão celular vascular 1. Fonte: adaptada de Rahman et al.*', Kang et al.®, Park et al.”, Kasinski et al.º, Pae et al. e Aggarwal e 
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Figura 19.8 Regulação da via de sinalização do NF-kB por microRNA (miR). AKT: proteína quinase B; CYLD: hidrolase carboxiterminal de ubiquitinas; 
HDAC: desacetilase de histonas; IKK: quinase do inibidor do kB; IRAK1: quinase 1 associada ao receptor de interleucina 1; NKRF: fator de repressão 
do NF-kB; PDCD4: proteína de morte celular programada 4; PP2A/C: proteína fosfatase 2; PTEN: homólogo de fosfatase e angiotensina; STATS: sinal de 
transdução e ativador de transcrição 3; TRAF6: fator 6 associado ao receptor de TNF. Fonte: adaptada de Ma et al." 


disso, o miR-132 contribui para o fenótipo pró-inflama- 
tório e para a infiltração de macrófagos por meio da ati- 
vação da via de sinalização do fator de transcrição NF-kB 
em adipócitos.!* 

A hipóxia induzida pela hipertrofia do tecido adipo- 
so branco provoca aumento da síntese de citocinas 
pró-inflamatórias e da expressão do miR-27, o qual está 
associado com prejuízo da diferenciação adipogênica. Tal 
fato contribui para o desenvolvimento da resistência à 
insulina e do diabete tipo 2. Aliado a esse fato, constata-se 
que o miR-320 apresenta maior expressão em adipócitos 
resistentes à ação da insulina, enquanto a inibição de sua 
expressão acarreta melhora da sensibilidade à insulina 
por meio da ativação da via de sinalização insulina-PI3K. 
O miR-17-5p e o miR-132 melhoram a sensibilidade à 
insulina, uma vez que a sua expressão no tecido adiposo 
está inversamente relacionada ao quadro de hiperglice- 
mia e resistência à insulina. 

Diferentes miR regulam processos essenciais durante 
o desenvolvimento da aterogênese. Os miR-10a, miR21, 
miR124a, miR125a/b, miR-126, miR146a, miR155, miR221 
e miR-222 estão associados com disfunção endotelial e 
adesão e infiltração de células inflamatórias no espaço 
subendotelial. Além disso, miR-9, miR-17, miR20a, mi- 
R106a, miR-155, miR-222, miR424 e miR-503 estão envol- 
vidos na diferenciação de monócitos, enquanto os miR-9, 
miR-155, miR-33, miR-125a, miR-146a e miR-146b estão 
envolvidos na formação de células espumosas.!” 


A ativação de macrófagos na parede vascular é ca- 
racterizada pelo aumento da expressão de receptores 
TLR, os quais provocam a liberação de citocinas com 
ação pró-inflamatória e a captação de lipídios, bem co- 
mo ativam células envolvidas com a imunidade adquiri- 
da. No tocante à regulação exercida por miR, verifica-se 
que o miR146a/b inibe a síntese da IRAK-1 e do TRAF-6, 
enquanto a expressão do miR-155 é induzida por diver- 
sos ligantes do TLR.'* Além disso, macrófagos ativados 
expressam receptores do tipo scavenger, os quais promo- 
vem a internalização de partículas de LDL oxidada. O 
aumento desse processo acarreta a formação de células 
espumosas, as quais contêm alto teor de lipídios. A LDL 
oxidada induz a expressão de diversos miR (miR-9, 
miR-125a, miR-146a, miR146b e miR-155) em monóci- 
tos humanos. Cabe destacar que o miR-155 reduz signi- 
ficativamente a captação de LDL oxidada por meio da 
redução da síntese de receptores do tipo scavenger (LOX-1, 
CD36 e CD68), ao mesmo tempo em que inibe a libera- 
ção de diversas citocinas com ação pró-inflamatória, in- 
cluindo IL-6, IL-8 e TNF-alfa.!ºº 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Nas últimas décadas, temos observado uma revolu- 
ção na compreensão da influência dos alimentos e de 
seus componentes (nutrientes e compostos bioativos) 
sobre processos fisiológicos e patológicos. Atualmente, 


reconhece-se que os nutrientes e os compostos bioativos 
dos alimentos são importantes sinalizadores celulares 
que regulam de forma integrada processos extremamen- 
te complexos, como a resposta inflamatória. Sabe-se tam- 
bém que há diferenças importantes entre os indivíduos 
no que se refere à resposta inflamatória e que parte dessas 
diferenças está relacionada a fatores genéticos. Desse mo- 
do, o entendimento do papel dos nutrientes na modula- 
ção da resposta inflamatória e de como essa relação pode 
ser modificada pela constituição genética individual po- 
de trazer importantes contribuições para a redução do 
risco e para o tratamento de doenças. Contudo, é rele- 
vante destacar a importância de novos estudos que possi- 
bilitem melhor compreensão, em termos clínicos e de 
saúde pública, da interação entre aspectos nutricionais e 
genéticos e seus efeitos sobre a saúde. 
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INTRODUÇÃO 


A obesidade é uma condição multifatorial e poligê- 
nica, considerada um dos maiores problemas de saúde 
pública mundial, especialmente porque está associada a 
uma série de complicações secundárias e comorbida- 
des, como diabete melito tipo 2 (DM2), doenças cardio- 
vasculares (DCV), distúrbios respiratórios do sono e 
câncer.! 

A prevalência de excesso de peso e obesidade tem al- 
cançado proporções epidêmicas no mundo todo. No 
Brasil, a Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF) 
2008-2009, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geogra- 
fia e Estatística (IBGE) e pelo Ministério da Saúde, anali- 
sou dados de 188 mil brasileiros de todas as idades e 
apresentou resultados confirmando que a obesidade e o 
excesso de peso têm aumentado rapidamente nos últi- 
mos anos, em todas as faixas etárias. Nesse levantamento, 
50% dos homens e 48% das mulheres apresentaram ex- 
cesso de peso, e 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres 
apresentaram obesidade.” 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define a 
obesidade como o acúmulo anormal ou excessivo de 
gordura corporal que pode prejudicar o bem-estar e a 
saúde. Para fazer essa classificação, é utilizado o índice 
de massa corporal (IMC); valores superiores a 30 kg/m? 
caracterizam a obesidade. O IMC é definido como a 
massa em quilogramas dividida pelo quadrado da esta- 
tura em metros (kg/m?). Apesar de não ser um referen- 
cial muito preciso, permite avaliação rápida da relação 
massa/estatura do indivíduo. A obesidade é categorizada 
pela OMS como uma doença, com código E66 pela Clas- 
sificação Internacional de Doenças (CID), e é considera- 
da evitável, mas de difícil tratamento quando instalada.” 


Por muito tempo, a obesidade foi considerada sim- 
plesmente a manifestação fenotípica de um desequilíbro 
entre a ingestão e o gasto energético, o qual poderia ser 
facilmente revertido por restrição calórica e prática de 
exercícios físicos. Contudo, os resultados de estudos clí- 
nicos de longo prazo com base nesse pressuposto mos- 
traram que o problema é muito mais complexo. Além 
disso, estudos mostram que neurocircuitos específicos 
envolvidos na regulação do apetite estão etiologicamente 
integrados ao mecanismo patológico da obesidade, suge- 
rindo que ela deva ser considerada uma doença neuro- 
biológica, em vez de uma simples consequência de estilo 
de vida e hábitos alimentares prejudiciais. A questão é 
complicada, muito provavelmente, porque existe um 
conjunto de “obesidades” cuja etiologia pode ser muito 
diversa. Múltiplos fatores socioculturais, socioeconômi- 
cos, comportamentais e biológicos (muitas vezes in- 
ter-relacionados e muitos deles ainda desconhecidos ou 
mal compreendidos) podem contribuir para a ocorrên- 
cia e a perpetuação de fenótipos obesos.” 

Por outro lado, progressos significativos ocorreram 
nos últimos anos no sentido da compreensão da obesi- 
dade comum não sindrômica, em parte, graças aos re- 
sultados de estudos genéticos. Nesse contexto, refor- 
ça-se o ponto de vista que contradiz a antiga visão da 
obesidade como um distúrbio do equilíbrio energético 
e que a classifica como doença neurocomportamental, 
com influência na expressão de genes relacionados ao 
controle neurológico do apetite e da ingestão de ali- 
mentos, o que apresenta papel central na sua patogêne- 
se. No estudo da obesidade, além das relações determi- 
nantes entre a alimentação e o estilo de vida, há também 
envolvimento de mecanismos cerebrais relacionados à 
motivação para comer, ao controle biológico da ativida- 


de física espontânea, ao possível papel da qualidade dos 
alimentos e dos nutrientes e compostos bioativos de ali- 
mentos (CBA), bem como a importância do ambiente 
nutricional na concepção e no início da vida. 

A alimentação foi apontada como principal fator 
ambiental envolvido na modulação da expressão gênica 
por Ordovas e Corella® e como um fator de risco para o 
desenvolvimento de doenças crônicas por DeBusk et al.” 
Na última década, os estudos relacionando as interações 
entre genes e meio ambiente têm aumentado de maneira 
considerável. Nesse sentido, emerge o conceito de nutri- 
genômica, estudo dos efeitos da nutrição na modulação 
da expressão gênica, focada na interação entre nutrientes 
e/ou CBA e genoma. Como muitas funções celulares re- 
lacionadas à homeostase energética são reguladas pela 
expressão de genes e por interações entre genes e am- 
biente, as variações interindividuais de peso e de compo- 
sição corporal, bem como as diferenças no metabolismo 
do tecido adiposo, podem ser influenciadas pelo perfil 
genético e pela ingestão de nutrientes e CBA.’ 

Este capítulo descreve as hipóteses concorrentes so- 
bre os mecanismos subjacentes às bases genéticas e fisio- 
lógicas da obesidade e explora a ampla gama de estudos 
recentes sobre a associação entre fatores genéticos e obe- 
sidade, em abordagens de genes candidatos, de genoma 
completo, de epigenética, bem como aspectos relaciona- 
dos à microbiota. 


ALIMENTAÇÃO HUMANA E ASPECTOS DE GENÔMICA 
NUTRICIONAL 


Orientações nutricionais gerais internacionais têm si- 
do emitidas com vistas à redução do risco de doenças crô- 
nicas não transmissíveis sem considerar os efeitos de varia- 
ções genéticas nas respostas à alimentação, apesar de 
muitas evidências científicas terem emergido nas últimas 
décadas. Alguns dos primeiros estudos de genética e bio- 
química em humanos mostraram considerável variabilida- 
de intra e interpopulações, o que é altamente relevante 
para a nutrição. Diferenças nas necessidades nutricionais e 
nas interações entre nutrientes e características bioquimi- 
cas/metabólicas geneticamente determinadas sugerem res- 
postas biológicas diferentes para cada indivíduo, de acordo 
com o perfil genético. Isso denota que os guias alimentares 
atuais podem ser adequados apenas para uma proporção 
relativamente pequena da população.” Mais recentemente, 
pesquisas em epidemiologia nutricional têm redireciona- 
do seu foco para a avaliação do papel dos alimentos e do 
padrão alimentar, em detrimento de nutrientes específicos, 
como fatores de risco ou proteção para doenças crônicas. 

Ao longo da história humana, os padrões alimenta- 
res atuaram na modificação do padrão de expressão de 


Obesidade 


genes, resultando em fenótipos capazes de responder 
aos desafios ambientais e que permitem melhor explo- 
ração dos recursos alimentares disponíveis. Essas adap- 
tações têm sido fundamentais para o crescimento e o 
desenvolvimento humano. O padrão alimentar sofreu 
grandes modificações nos últimos anos. Depois de mi- 
lhões de anos de um provável padrão básico, uma alte- 
ração drástica ocorreu após o surgimento da agricultu- 
ra, há aproximadamente 10.000 anos, e, nos últimos 50 
anos, houve alterações marcantes, especialmente em fun- 
ção do desenvolvimento da indústria alimentícia. No en- 
tanto, a constituição genética humana, em grande parte, 
manteve-se praticamente inalterada.’ 

Mais recentemente, tem ocorrido grande entusiasmo 
em relação à genômica nutricional, provavelmente atri- 
buído à consciência crescente do potencial da alimenta- 
ção adequada em modular o padrão de expressão gênica, 
o que pode resultar na promoção da saúde e na redução 
do risco de doenças crônicas não transmissíveis. Um 
exemplo marcante e bastante estudado é o dos índios Pi- 
ma, tribo que costumava viver nas montanhas entre Mé- 
xico e Estados Unidos. Na divisão de fronteira entre os 
dois países, parte dos índios permaneceu no México sem 
alterar seu estilo de vida ancestral, apresentando preva- 
léncia de obesidade de 13%; outra parte passou a viver em 
uma reserva pertencente aos Estados Unidos e alterou 
seus hábitos alimentares, passando a consumir uma ali- 
mentação típica americana (SAD, standard american diet) 
e a praticar menos exercícios físicos. Dessa forma, essa po- 
pulação passou a apresentar prevalência de obesidade de 
69%. Essas observações denotam a influência do meio 
ambiente, uma vez que não houve mudanças genéticas." 

Entende-se que, com as crescentes mudanças nos há- 
bitos alimentares, no estilo de vida e na qualidade da ali- 
mentação, as pessoas estão cada vez mais propensas a 
desenvolver distúrbios relacionados à alimentação. O fe- 
nótipo metabólico é influenciado pela plasticidade do 
desenvolvimento, determinado no início da vida, e por 
interações com fatores ambientais ao longo do tempo. Ao 
contrário do genoma humano, que é relativamente fixo e 
estável, o fenótipo metabólico humano é muito mais 
complexo e dinâmico, varia ao longo do tempo, entre as 
diferentes células e entre individuos.® 


PESO CORPORAL 


Do ponto de vista da bioquímica, o nível das reservas 
de lipídios nos mamíferos depende da interação entre di- 
versos processos, incluindo o gasto de energia, o controle 
do comportamento alimentar, a distribuição de nutrien- 
tes entre os tecidos e em vias catabólicas ou anabólicas, e 
os processos de depósito de lipídios.” 
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Estudo de Bouchard” observou que o aumento de 
1.000 kcal na alimentação de gêmeos idênticos durante 
três meses resultou em ganho médio de peso de 8,1 kg, 
porém com variação entre 4,3 e 13,3 kg entre os grupos. 
Os autores sugeriram o envolvimento de fatores genéti- 
cos para explicar as semelhanças intrapares com relação 
às variações no ganho de peso e na distribuição de gordu- 
ra. Em estudo posterior, o mesmo grupo confirmou que 
as respostas relativas à perda de peso e às alterações da 
composição corporal decorrentes da prática de atividade 
física também foram semelhantes entre cada par de gê- 
meos, mas com diferenças importantes interpares."º 

Grande parte da variabilidade do peso corporal está 
sob controle de genes que codificam fatores de transcri- 
ção, moléculas de sinalização e receptores relacionados 
à regulação da homeostase energética, da adipogênese, 
da deposição de gordura e da termogênese, com desta- 
que para aqueles envolvidos no controle hipotalâmico 
e, portanto, na regulação do apetite e saciedade, bem 
como na liberação de hormônios e de outras funções 
celulares relacionadas com a eficiência energética." Al- 
terações nesses processos podem ser herdadas ou ad- 
quiridas como consequência de exposições ambientais, 
sobretudo como parte da programação do desenvolvi- 
mento no período fetal e no início da vida. É importan- 
te ressaltar que, uma vez identificados os elementos 
moleculares envolvidos nos processos que regulam o 
metabolismo da gordura corporal, estes se tornam alvos 
terapêuticos potenciais para o tratamento da obesidade. 

Todavia, ainda se sabe relativamente pouco sobre 
as alterações moleculares que acompanham a perda ou 
a recuperação de peso corporal e como elas estão rela- 
cionadas às mudanças na taxa metabólica de repou- 
so. As alterações que ocorrem em órgãos metabólicos 
fundamentais, como músculo esquelético, tecido adi- 
poso, fígado, intestino e cérebro, durante a perda e a 
recuperação de peso corporal, podem ser facilmente 
estudadas em modelos animais; porém, em seres hu- 
manos, essa abordagem é muito mais complicada. 
Nesse sentido, os avanços tecnológicos obtidos nas úl- 
timas décadas, especialmente em estudos de genômica 
nutricional, e a combinação de diferentes tecnologias, 
como transcriptômica e metabolômica, permitem me- 
lhorar a interpretação funcional das interações entre 
genótipo e ambiente.'® 


NUTRIGENÉTICA E OBESIDADE 


Aspectos gerais 


Em geral, as formas mais comuns de sobrepeso e obe- 
sidade observadas na população são de origem poligênica, 


além de envolverem interações complexas entre diferen- 
tes genes e entre genes e fatores ambientais.” Avanços 
obtidos a partir de estudos de nutrigenética baseiam-se 
na premissa de que a constituição genética determina ne- 
cessidades nutricionais únicas. Nesse contexto, tais estu- 
dos oferecem novas possibilidades para elucidar o papel 
dos genes e da variabilidade genética no desenvolvimen- 
to da obesidade e para direcionar o entendimento de co- 
mo modular a expressão de genes por meio da nutrição 
personalizada." 

A obesidade monogênica é uma condição muito 
mais rara, atribuída à mutações em poucos genes que 
apresentam relação determinante com a doença, como o 
gene da leptina (LEP), do receptor de leptina (LEPR), da 
pró-opiomelanocortina (POMC), da convertase pró-hor- 
mônio e pró-proteína tipo 1 (PC1) e do receptor da me- 
lanocortina-4 (MC4R).” Existem, também, mais de 30 
síndromes raras associadas à obesidade causadas por de- 
feitos genéticos discretos ou por anormalidades cromos- 
sOmicas, como a síndrome de Prader-Willi, uma condição 
autossômica dominante que se caracteriza por obesidade, 
hiperfagia, hipotonia muscular, retardo mental, baixa es- 
tatura e hipogonadismo.? 

Por outro lado, dados sobre a obesidade poligênica 
apoiam a hipótese de que a prevalência desse tipo de con- 
dição resultou das interações entre estilos de vida desfa- 
voráveis e variações genéticas específicas, como os poli- 
morfismos de nucleotídeo único (SNP, single nucleotide 
polymorphism), os quais apresentam efeitos discretos, 
porém convergentes.” 

Genes e suas formas variantes têm sido selecionados 
como candidatos para o estudo da relação com a obesi- 
dade quando se verifica que apresentam envolvimento 
no metabolismo ou quando se localizam em regiões cro- 
mossômicas associadas à obesidade. Entretanto, a expec- 
tativa de se encontrar um gene associado à obesidade e à 
sua cura reduziu gradativamente depois dos anos 2000, 
quando ficou clara a influência genética complexa e a 
constatação de que a importância de apenas uma varia- 
ção no desenvolvimento da obesidade é pequena.” 

Em revisão sobre a obesidade poligênica, Hinney e 
Hebebrand? sugerem que a predisposição genética para 
a obesidade envolve a presença de um conjunto de poli- 
morfismos que foi identificado em indivíduos obesos. 
No entanto, a determinação de quais ou quantas varia- 
ções genéticas são necessárias para resultar no fenótipo 
de obesidade é complicada pelo fato de que variantes que 
predispõem à obesidade também são encontradas em 
pessoas com peso normal ou inferior ao considerado eu- 
trófico. Portanto, polimorfismos relacionados ao aumen- 
to do peso são identificados e validados por análises esta- 
tísticas que determinam quais alelos ocorrem com mais 


frequência em obesos quando comparados com indiví- 
duos não obesos. Dessa forma, conclui-se que cada va- 
riação tem apenas uma pequena contribuição para o 
desenvolvimento da obesidade e que essa condição é de- 
terminada pela interação entre a predisposição genética 
e o ambiente. Nesse sentido, mais de 500 genes e diversos 
marcadores genéticos envolvidos na obesidade já foram 
identificados.” Sabe-se também que pelo menos 77 loci 
são associados ao IMC? e que quase todos os cromosso- 
mos do genoma humano (exceto o Y) contêm pelo me- 
nos um locus associado à regulação do peso corporal.” 

Alguns genes têm sido alvo de muitos estudos nos 
últimos anos, como o da leptina e do seu receptor; das 
proteínas desacopladoras (UCP 2 e 3); de moléculas en- 
volvidas na diferenciação de adipócitos (receptores ati- 
vados por proliferador de peroxissomos — PPAR); de 
proteínas relacionadas com o processo inflamatório, co- 
mo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa); de neu- 
ropeptídeos hipotalâmicos e seus receptores (POMC, 
neuropeptídeo Y e receptores da melanocortina) e de 
receptores adrenérgicos (beta-2 e beta-3). Diante do nú- 
mero de genes relacionados com a obesidade e da com- 
plexidade resultante da obtenção de resultados diver- 
gentes entre populações, Rankinen et al.” estudaram 
genótipos associados positivamente à obesidade em pelo 
menos cinco grandes estudos e identificaram 22 genes 
candidatos à obesidade. A esses genes foram associados 
cinco fenótipos diferentes” (Quadro 20.1). 

Em 2008, O’Rahilly e Farooqi estudaram o fenótipo 
hiperfágico e classificaram a obesidade como doença 
neurocomportamental. Tal conceito emergiu a partir da 
descrição de que neurocircuitos específicos envolvidos 
na regulação do apetite são etiologicamente integrados 
ao mecanismo patológico que origina a obesidade, suge- 
rindo que esta deva ser considerada uma doença neuro- 
biológica. Além da manifestação física, um crescente 
corpo de evidências sugere uma relação estreita com 
componentes psicológicos que compreendem distúrbios 
de humor, percepção alterada de recompensa e motiva- 
ção e, ainda, de comportamentos relacionados ao vício 
em certos alimentos e/ou nutrientes.* Nesse contexto, ge- 
nes relacionados ao controle hipotalâmico da fome, do 
apetite e da saciedade são relacionados ao risco do desen- 
volvimento de obesidade.” 

Um estudo avaliou os genes mais frequentemente as- 
sociados ao acúmulo excessivo de gordura corporal e ob- 
servou que variações nesses genes ou em regiões próxi- 
mas a eles influenciam o controle do apetite (CNRI, 
NPY, POMC, MCA4R), a regulação do metabolismo celu- 
lar (FTO, TFAPB2, TCF7L2, SCAP, DRD2), a adipogênese 
e o metabolismo lipídico (ADRB3, PPAR, APO, PLIN), o 
gasto energético (UCP), a sinalização da insulina (ISR-2, 
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Quadro 20.1 Fenótipos relacionados a genes candidatos da 
obesidade 


Fenótipo Gene — proteína codificada 


ADRB2- receptor beta adrenérgico 2 
ADRB3- receptor beta adrenérgico 3 
UCP1 — proteína desacopladora 1 
UCP2- proteína desacopladora 2 
UCP3- proteína desacopladora 3 


Thrifty. “poupador 
ou econômico” 
(envolvidos no 

gasto energético) 


ACE- enzima conversora de angiotensina 
ADIPOQ — adiponectina 
GNB3- proteína 3 ligadora do nucleotídeo 


guanina 
Baixa oxidação IL-6— interleucina 6 
lipídica INS — insulina 
LDLR- receptor de lipoproteína de baixa 
densidade 


LIPE- lipase hormônio sensível 
RETN - resistina 
TNF-alfa — fator de necrose tumoral alfa 


PPAR-gama — receptor ativado por 
proliferador de peroxissomos gama 
VDR — receptor da vitamina D 


Adipogênese 


DRD2- receptor de dopamina D2 


Sedentário MC4R — receptor de melanocortina 4 
DRD2- receptor de dopamina D2 
ere HTR2C — receptor de 5-hidroxitriptamina 
Hiperfágico 


LEP — leptina 
LEPR — receptor da leptina 
MC4R — receptor da melanocortina 4 
NR3C1 — receptor nuclear subfamília 3, grupo 
C, membro 1 


(regulação da 
fome, apetite e 
saciedade) 


Fonte: Rankinen et al.” 


INSIG2, GIPR) e as vias inflamatórias (ADIPOQ, IL-6, 
RETN). Nessa pesquisa, foram sugeridos fatores que po- 
dem explicar a genética da obesidade: os genes poupado- 
res, a programação fetal, o estilo de vida sedentário, a et- 
nia, a capacidade reprodutiva, o acasalamento e a 
complexidade da doença.” Nesse sentido, estudos abor- 
dando SNP em genes candidatos e a associação destes 
com a obesidade são conduzidos na tentativa de elucidar 
os mecanismos envolvidos na determinação da doença. 


Principais genes candidatos envolvidos com a 
obesidade 


Gene FTO 


O gene FTO (fat mass and obesity gene) está localiza- 
do na região cromossômica 16q12.2 e foi o primeiro a ser 
relacionado a formas comuns de obesidade humana. O 
gene FTO é expresso em diferentes tecidos humanos, 
com as maiores quantidades de RNAm encontradas no 
núcleo arqueado do hipotálamo. Sua expressão é modu- 
lada pelo ciclo jejum/alimentação, o que indica envolvi- 
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mento funcional desse gene no controle central da ho- 
meostase energética.” 

Três estudos de associação ampla do genoma (GWAS) 
independentes apontaram a importância do gene FTO 
na predisposição à obesidade.?*! Entre os SNP identifi- 
cados, pelo menos seis são fortemente associados com a 
obesidade; entretanto, o que parece exercer o efeito mais 
relevante na determinação da doença é o rs9939609 
(T>A), localizado no primeiro intron. Tal fato foi obser- 
vado em várias coortes abrangendo mais de 40 mil adul- 
tos e crianças de populações de origem caucasiana (euro- 
peia, europeia-americana e hispano-americana).” 

Apesar de a contribuição do rs9939609 ser consisten- 
te, a presença do alelo de risco parece ter pequeno impac- 
to; 16% dos adultos homozigotos para o alelo de risco 
pesavam cerca de 3 kg a mais e tinham risco 1,67 vez su- 
perior de desenvolver obesidade quando comparados aos 
indivíduos não carreadores do alelo de risco. De forma 
interessante, essas variantes do gene FTO parecem não 
influenciar o IMC e o risco de obesidade em algumas po- 
pulações, como a de afro-americanos,”! chineses Han,” 
japoneses” ou populações da região da Oceania (melane- 
sianos, micronesianos e polinesianos).** Essas observa- 
ções sugerem que as diferenças populacionais têm surgi- 
do em função das divergências evolutivas, talvez como 
resultado de alguma pressão de seleção negativa contra 
os alelos de risco do FTO em africanos e nas populações 
do leste asiático. 

Embora a função do produto do gene FTO e as vias 
biológicas envolvidas ainda não estejam completamente 
elucidadas, a expressão desse gene ocorre em vários teci- 
dos, incluindo o cérebro e o músculo esquelético, e pro- 
vavelmente está relacionada à regulação da ingestão ali- 
mentar. Avaliando o SNP mais fortemente associado à 
obesidade, o rs9939609 (T>A), Karra et al.” identifica- 
ram que indivíduos carreadores do genótipo associado a 
maior risco de obesidade (AA) apresentaram supressão 
pós-prandial de grelina reduzida em comparação com 
indivíduos carreadores do genótipo TT. 

Em crianças, confirmou-se que a presença do alelo A 
relativo ao polimorfismo rs9939609 é associada à sacieda- 
de diminuída? e à hiperfagia, mesmo após a refeição.” 
Um estudo identificou que o polimorfismo rs9939609 es- 
tá envolvido com o comportamento alimentar em crian- 
ças na Inglaterra. Os autores apontaram que as crianças 
carreadoras do alelo de risco apresentavam obesidade pre- 
coce decorrente do excesso de consumo de alimentos, pro- 
vavelmente em razão da menor capacidade de resposta 
aos sinais internos de saciedade e não em função de gasto 
energético reduzido.” Esse polimorfismo não parece in- 
fluenciar o peso ao nascer, mas tal associação foi verificada 
em crianças brasileiras a partir de quatro anos de idade.” 


Uma metanálise de 47 estudos com 218.166 adultos e 
19.268 crianças concluiu que a associação do alelo de ris- 
co (A) do SNP rs9939609 com risco de obesidade é ate- 
nuada em 27% em adultos fisicamente ativos, destacan- 
do a importância da prática de exercícios físicos, em 
especial por indivíduos geneticamente predispostos à 
obesidade.“ 

Em 2011, um estudo mostrou que o efeito de SNP do 
FTO no risco do desenvolvimento de obesidade não é so- 
mente influenciado pelo exercício físico, mas também pe- 
la ingestão de lipídios, especialmente de ácidos graxos sa- 
turados, mas não pelo consumo de carboidratos.” Dessa 
forma, polimorfismos no FTO, em especial o rs9939609, 
parecem candidatos promissores a intervenções persona- 
lizadas visando à redução do risco de obesidade. 


Receptor da melanocortina 4 (MC4A) 


O MCAR tem localização cromossômica 18q22 e é 
expresso no centro da fome do cérebro. Consiste em um 
importante regulador da homeostase energética, com 
potencial de influenciar tanto a ingestão de alimentos 
quanto o gasto de energia. Mutações raras na região codi- 
ficadora do MC4R foram associadas à obesidade grave de 
origem monogénica.” 

Com relação à obesidade poligênica, foram identifi- 
cados alguns polimorfismos no gene MC4R. Em um 
GWAS envolvendo inicialmente 16.876 indivíduos de as- 
cendência europeia (sete populações diferentes), duas va- 
riantes comuns (rs17782313 [T/C] e rs17700633 [G/A]), 
com frequéncia de 24 e 30%, respectivamente, foram as- 
sociadas com a adiposidade em adultos e em criangas. A 
replicação de tais resultados foi realizada em 60.352 indi- 
víduos (abrangendo dez populações diferentes) e, poste- 
riormente, em 15.878 indivíduos (provenientes do con- 
sórcio Genetic Investigation of Anthropometric Traits 
— Giant). Concluiu-se que a presença do alelo C, relativo 
ao SNP rs17782313, implica aumento de ~0,22 kg/m? e, a 
do alelo A, referente ao SNP rs17700633, embora com as- 
sociação mais fraca, aumento de ~0,15 kg/m?.º 

Esses dados foram confirmados em revisão sistemática 
e metanálise com um total de 80.957 casos e 220.223 con- 
troles. Foram avaliados cinco SNP: rs17782313,rs12970134, 
rs571312, rs17700144 e rs4450508. O único que apresen- 
tou associação significativa com a suscetibilidade para o 
desenvolvimento da obesidade foi o rs17782313. A etnia 
parece exercer influência sobre o efeito desse polimorfis- 
mo, uma vez que foi observado efeito semelhante para 
europeus e asiáticos, enquanto para africanos não foi en- 
contrada associação.“ 

Ainda com relação à obesidade poligênica, foram 
identificados outros polimorfismos no gene MC4R em 


diferentes populações, sendo os mais frequentes o 
rs2229616 (Vall03Ile) e o rs52820871 (Ile251Leu). Os 
alelos menos frequentes de ambos foram relacionados 
com redução do risco do desenvolvimento de obesidade. 
Entretanto, a frequência desses alelos é rara, estando pre- 
sentes em cerca de apenas 5% dos indivíduos na maioria 
das populações avaliadas.“ Metanálise com um total de 
7.713 indivíduos alemães também relatou o efeito prote- 
tor do alelo Ile do rs2229616.”” 

Apesar das evidências da associação entre SNP no 
MCAR e a obesidade, ainda não se sabe qual relação cau- 
sal ou funcional leva ao desenvolvimento da doença. Al- 
guns autores sugerem que os polimorfismos nesse gene 
influenciam a ingestão de alimentos e as escolhas alimen- 
tares, mas não estão relacionados ao gasto energético.“ 
No entanto, outros trabalhos não encontraram associa- 
ção com fatores nutricionais.” Portanto, mais estudos 
são necessários para identificar as vias biológicas pelas 
quais os polimorfismos do MC4R aumentam a suscetibi- 
lidade à obesidade. 


Receptor beta adrenérgico 2 (ADRBZ 


O ADRB2 pertence a uma classe de receptores ativa- 
dos pelas catecolaminas adrenalina (epinefrina) e nora- 
drenalina (norepinefrina). Esses receptores são expressos 
em muitas células, mas principalmente no tecido adiposo 
branco, onde estão intimamente envolvidos na mobiliza- 
ção dos triacilgliceróis para geração de energia. Compa- 
rando indivíduos obesos com aqueles de peso normal, há 
fortes evidências de que, nos primeiros, os mecanismos 
adaptativos do sistema nervoso simpático poderiam estar 
alterados. Há mais de duas décadas especula-se que altera- 
ções nos receptores adrenérgicos poderiam diminuir a ati- 
vidade simpática e, consequentemente, alterar a lipólise.” 
Em razão do papel que os receptores adrenérgicos desem- 
penham na regulação da lipólise e do gasto energético, é 
biologicamente plausível que polimorfismos no ADRB2 
contribuam para a obesidade e para as alterações metabó- 
licas que a acompanham. Alterações na função do ADRB2 
ocasionadas por SNP funcionais parecem limitar a mobi- 
lização de lipídios e favorecer o acúmulo de gordura.” 

Entre os polimorfismos descritos no ADRB2, dois 
funcionais e comuns foram associados com o risco do 
desenvolvimento de obesidade, hipertensão e DM2.” 
Tais polimorfismos ocorrem nos códons 16 (Argl6Gly; 
rs1042713) e 27 (Gln27Glu; rs1042714) e, por resultarem 
em alteração da sequência de aminoácidos na extremida- 
de N-terminal extracelular do ADRB2, podem alterar a 
função do receptor. ** 

O polimorfismo Arg16Gly foi significativamente as- 
sociado com a obesidade em adolescentes do sexo femi- 
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nino, mas não do masculino, em estudo com 559 ado- 
lescentes em Taiwan. Meninas com o genótipo Gly/Gly 
apresentaram menor possibilidade de desenvolver obe- 
sidade e menor IMC e, além disso, foi verificada menor 
probabilidade de desenvolvimento de hipertensão em 
adolescentes obesos.” 

Large et al.ºº investigaram na Suécia a frequência dos 
SNP Arg16Gly (rs1042713) e Gln27Glu (rs1042714) em 
58 mulheres não obesas e em 82 mulheres obesas, utili- 
zando como ponto de corte para obesidade o IMC de 27 
kg/m’. O polimorfismo Gln27Glu apresentou forte asso- 
ciação com a obesidade (p = 0,003); 24% das mulheres 
obesas eram homozigotas para o alelo Glu, enquanto 
apenas 3% das mulheres não obesas apresentavam esse 
genótipo (risco relativo ~7; odds ratio = 10,4). As mulhe- 
res homozigotas para o alelo Glu apresentaram IMC 7 
kg/m? mais alto, massa adiposa 20 kg maior, adipócitos 
maiores, bem como concentração plasmática de insulina 
de jejum mais elevada e maior razão cintura:quadril em 
comparação às homozigotas selvagens (Gln/Gln). Não 
houve associação com a obesidade nas carreadoras do ge- 
nótipo heterozigoto e também não foi verificada relação 
com o polimorfismo Arg16Gly. 

Em metanálise incluindo 17 estudos com análise de 
9.995 indivíduos em relação ao SNP Gln27Glu e de 7.322 
indivíduos ao Arg16Gly, concluiu-se que há associação 
significativa do primeiro com o aumento do risco de 
obesidade, o que não é verificado para o polimorfismo 
Arg16Gly.” 

Trabalhos indicam que a predisposição à obesidade 
decorrente do SNP Gln27Glu pode ser controlada por 
intervenções nutricionais adequadas. Em um estudo so- 
bre a interação entre genes e nutrientes, demonstrou-se 
que a ingestão de carboidratos totais (> 49% do valor 
calórico total consumido diariamente) pode estar asso- 
ciada com aumento do risco para obesidade (RR = 2,56), 
particularmente em mulheres carreadoras do alelo Glu.” 
Outro trabalho observou interação entre o SNP Gln- 
27Glu e mudanças no peso corporal, no IMC e na massa 
magra em 78 mulheres espanholas, obesas, submetidas a 
dietas hipocalóricas. Carreadoras do alelo Glu (em ho- 
mo ou heterozigose) apresentaram maior redução de 
peso que as homozigotas selvagens (9,5 + 2,9 versus 7,0 
+ 3,5%, respectivamente). Entretanto, as mulheres car- 
readoras do alelo Glu perderam mais massa magra que 
as não polimórficas (5,9 + 2,7 versus 4,0 + 2,7%, respec- 
tivamente; p = 0,001). Todavia, são necessários mais 
estudos de intervenção em diferentes populações para 
avaliação concreta da relação entre o polimorfismo Gln- 
27Glu do ADRB2, a ingestão de carboidratos e o risco de 
obesidade. 
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Leptina (LEP) e receptor de leptina (LEPA) 


A leptina (do grego leptos, magro) foi identificada 
em 1994 como um produto do gene ob descrito inicial- 
mente em camundongos. A sua descoberta é considerada 
um marco importante em pesquisas sobre obesidade, 
tendo sido até mesmo aventada a possibilidade da desco- 
berta da cura dessa doença.” Entretanto, muitos indiví- 
duos obesos apresentam altas concentrações plasmáticas 
de leptina, com correlação positiva com a adiposidade® 
e, em pouco tempo, a teoria da cura da doença foi descar- 
tada. A leptina humana é produzida pelo gene LEP, loca- 
lizado no cromossomo 7, e é um peptídeo formado por 
167 aminoácidos. A síntese de leptina ocorre em resposta 
à alimentação, principalmente nos adipócitos, e as con- 
centrações plasmáticas refletem positivamente o tama- 
nho do tecido adiposo, informando o status do estoque 
de energia para o cérebro.°! 

A descoberta de receptores de leptina nos neurônios 
evidenciou que o hipotálamo é o principal alvo das ações 
desse hormônio na manutenção da homeostase energéti- 
ca. Suas ações mais importantes envolvem o controle da 
ingestão alimentar, a manutenção da homeostase corpo- 
ral e a regulação do metabolismo de carboidratos e lipi- 
dios.” Para que a leptina exerça adequadamente suas fun- 
ções, é necessária sua ligação com seu receptor, o LEPR. 

Polimorfismos nos genes LEP e LEPR foram relacio- 
nados ao risco de desenvolvimento de obesidade. Meta- 
nálise que avaliou nove estudos que incluíram 1.235 indi- 
víduos obesos e 1.359 controles concluiu que o genótipo 
AA relativo ao SNP -2548G>A (r1s7799039) no gene LEP 
foi positivamente associado com obesidade em africa- 
nos.” Esse polimorfismo e os LEPR Lys109Arg (1s1137100), 
Gln233Arg (rs1137101) e Lys656Asn (rs8179183) foram 
investigados em brasileiros caucasianos de descendência 
europeia (87 homens e 239 mulheres — 148 obesos e 178 
controles). Não foi encontrada relação entre o LEP 
-2548G>A e a obesidade; contudo, os SNP no LEPR foram 
relacionados com a doença e com alterações metabólicas. 
O alelo 223Arg (rs1137101) teve relação com a circunfe- 
rência abdominal e a leptinemia aumentadas, ao passo 
que o alelo LEPR 109Arg (1s1137100) foi associado com 
aumento da concentração plasmática de colesterol total e 
triacilgliceróis. Avaliando os três SNP em conjunto, 
identificou-se que carreadores do haplótipo AGG: 
109Lys/233 Arg/656Lys (do LEPR) apresentaram risco au- 
mentado para obesidade. Além disso, esse haplótipo foi 
associado com IMC, circunferência abdominal e leptine- 
mia aumentados.“ 

Sugere-se que o polimorfismo -2548G>A (rs7799039) 
no gene LEP possa influenciar a síntese de leptina. Em 
estudos com mulheres adolescentes caucasianas euro- 


peias® e em chineses de ambos os sexos saudáveis ou com 
diabetes,“ verificou-se que carreadores do alelo A apre- 
sentam menor síntese desse hormônio. Entretanto, ob- 
servou-se que mulheres gregas homozigotas para o alelo 
A apresentaram maiores concentrações plasmáticas de 
leptina quando comparadas às carreadoras do alelo. 
Entretanto, ainda não está clara a relação entre a concen- 
tração plasmática de leptina e o desenvolvimento ou ma- 
nutenção da obesidade. 

Ainda com relação ao polimorfismo -2548G>A 
(rs7799039) no gene LEP, indivíduos finlandeses homo- 
zigotos AA apresentaram maior porcentagem de gordura 
corporal e IMC elevado quando comparados aos indivi- 
duos carreadores do alelo G. Na população brasileira, 
Hinuy et al.” encontraram associação entre o alelo Gea 
obesidade. Assim, a relação desse SNP com a obesidade é 
dúbia, uma vez que tanto baixas quanto altas concentra- 
ções de leptina estão relacionadas com desregulação no 
eixo fome-apetite-saciedade, confirmando a complexi- 
dade da obesidade e sua dependência da interação entre 
muitos fatores ainda não completamente elucidados. 

Apesar das controvérsias a respeito da relação entre 
a obesidade e o polimorfismo -2548G>A (rs7799039), o 
exercício físico tem efeito positivo na regulação da con- 
centração plasmática de leptina, sendo capaz de reduzir 
a leptinemia em homozigotos selvagens (GG) e, por ou- 
tro lado, de aumentá-la em homozigotos AA ou hetero- 
zigotos.® Esse polimorfismo também parece influenciar 
a resposta ao consumo de fibras alimentares sobre as 
concentrações sanguíneas de lipídios. Crescenti et al.” 
avaliaram 178 participantes separados em dois grupos, 
um placebo e outro que recebeu 14 g/dia de plantago 
ovata, ambos submetidos a dieta pobre em gordura sa- 
turada por oito semanas. Homozigotos GG apresenta- 
ram redução na concentração de triacilgliceróis em res- 
posta à suplementação, o que não foi observado em 
carreadores do alelo A. 


Limitações dos estudos de nutrigenética e obesidade 


Existem muitas inconsistências nos resultados de es- 
tudos que investigam quais genes e polimorfismos estão 
relacionados ao risco do desenvolvimento da obesidade. 
Depois do anúncio dos genótipos fortemente associados 
com a obesidade em adultos no Human obesity gene map: 
the 2005 update,” a relação entre 10 SNP (rs1801282 — 
PPAR-gama), (rs5082 — APOA2), (rs1042714 — ADRB2), 
(rs1800206 — PPAR-alfa), (186659176 — NROB2), (185443 
— GNB3), (187754561 — ENPP1), (1s1042713 — ADRB2), 
(rs4994 — ADRB3) e (187566605 — INSIG2) e obesidade 
não foi confirmada em 5 mil crianças (2.500 pares de gê- 
meos) avaliadas na Inglaterra, o que aumentou a incerteza 


quanto à utilização de genes candidatos na associação 
com essa doença. Os autores sugerem que essa correlação 
possa emergir quando as crianças chegarem à adolescên- 
cia e à idade adulta.” 

É importante destacar que a influência dos polimor- 
fismos no desenvolvimento da obesidade pode depender 
também do estado nutricional do indivíduo. Algumas li- 
mitações em estudos, como a ausência de controle em 
função do estado nutricional individual, podem resultar 
em associações errôneas de variações genéticas com fe- 
nótipos relacionados à obesidade. Um exemplo é o gene 
da perilipina 1 (PLIN1), principal proteína localizada na 
superfície das gotículas lipídicas em adipócitos, a qual 
modula o metabolismo por meio da regulação do acesso 
de enzimas lipolíticas como a lipase hormônio sensível 
(LHS), a lipase de triacilgliceróis do adipócito (ATGL) e a 
monoacilglicerol lipase (MGL). Essas enzimas atuam nos 
triacilgliceróis, liberando ácidos graxos armazenados no 
adipócito para serem utilizados como fonte de energia, 
principalmente em células musculares. Em estudo com 
234 crianças e adolescentes obesos brasileiros, o SNP 
rs894160 (11482 G>A, intrônico) no gene PLINI, asso- 
ciado ao aumento da lipólise, foi também relacionado a 
um efeito protetor ante o ganho de peso e o desenvolvi- 
mento da obesidade. Entretanto, esse mesmo SNP se as- 
sociou a alterações metabólicas prejudiciais quando hou- 
ve ganho de peso, aumentando, por consequência, o risco 
de síndrome metabólica.” 

Entre as interações importantes existentes entre o ge- 
noma e o meio ambiente (principalmente a alimenta- 
ção), destaca-se também a época de nascimento. Rosen- 
quist et al.? demonstraram que mudanças globais no 
ambiente ao longo do tempo podem modificar a pene- 
trância de fatores de risco genéticos para diversos fenóti- 
pos. Esse dado acrescenta mais uma dimensão na avalia- 
ção das interações entre genes e meio ambiente e sugere 
que a presença (ou ausência) de correlação genótipo-fe- 
nótipo pode depender do período em que os indivíduos 
nasceram ou do momento histórico em que os pesquisa- 
dores conduziram suas investigações. 

O mesmo estudo foi conduzido com uma coorte do 
Framingham Heart Study com dados coletados ao longo 
de 30 anos para confirmar a associação bem documenta- 
da entre o SNP rs9939609 do FTO (T>A no íntron 1) ea 
obesidade. Observou-se associação robusta entre genóti- 
po-fenótipo para o alelo TT e o IMC, com um ponto de 
inflexão observado para aqueles que nasceram depois de 
1942. Assim, não houve associação entre a variante do 
FTO e o risco de obesidade nos participantes nascidos 
antes de 1942; todavia, naqueles que nasceram depois de 
1942, observou-se associação mais forte do que havia si- 
do estimado anteriormente, na avaliação de todos os 
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dados sem considerar a época do nascimento. Esses re- 
sultados sugerem que influências genéticas para caracte- 
rísticas complexas como a obesidade podem variar ao 
longo do tempo, provavelmente por causa das mudanças 
ambientais globais.” 


Desafios futuros dos estudos de nutrigenética e 
obesidade 


Os avanços tecnológicos tornaram possível a investi- 
gação não só de genes específicos, mas também a explo- 
ração de toda a sequência do genoma completo, de va- 
riantes do DNA, de transcritos, proteínas e metabólitos. 
Esses avanços proporcionam oportunidades de estabele- 
cer as bases para a incorporação da individualidade bio- 
lógica nas recomendações nutricionais, com potencial 
terapêutico significativo. 

GWAS realizados por grandes consórcios internacio- 
nais estão descobrindo variantes genéticas que contri- 
buem para a gênese de doenças complexas. No entanto, a 
informação sobre as interações dessas variações genéticas 
com nutrientes ainda é escassa, e esta é essencial para o 
desenvolvimento de recomendações nutricionais perso- 
nalizadas a partir do genótipo individual.” 

Um dos desafios no estudo de interações genes-nu- 
trientes é a replicação de resultados significativos em di- 
ferentes populações, independentemente da perspectiva 
de pesquisa. Apenas recentemente, com os GWAS e me- 
tanálises amplas, foi possível começar a examinar as inte- 
rações entre os milhões de SNP, os fatores nutricionais e 
as características fenotípicas de interesse. Embora a repli- 
cação de estudos sobre as interações genes-alimentação 
seja um passo fundamental para aumentar as evidências 
científicas, tais interações devem ser analisadas a partir 
de um ângulo mais biologicamente funcional, com abor- 
dagens de alto nível de complexidade, incluindo infor- 
mações de genômica, nutrição, epigenética, microbiota e 
fatores comportamentais, como prática de exercícios físi- 
cos e cronotipo.” 

Ao considerar a diversidade do genoma herdado em 
conjunto com a miríade de interações entre genes e ali- 
mentos ou nutrientes e CBA específicos, os conhecimentos 
de nutrigenética podem contribuir para o desenvolvimento 
da nutrição personalizada.” Assim, esses conhecimentos 
são importantes não apenas para caracterizar a influência 
da origem genética de um indivíduo sobre o risco de de- 
senvolvimento de obesidade, mas também para considerar 
o método pelo qual as intervenções nutricionais devem ser 
prescritas de maneira individual.” 

GWAS forneceram informações importantes sobre 
novas abordagens e sobre a biologia fundamental da 
obesidade. Eles também sugerem alvos potenciais para 
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intervenção terapêutica e para ensaios clínicos de farma- 
cogenética. No entanto, a maioria das variantes associa- 
das à obesidade tem efeitos modestos e representa ape- 
nas pequena proporção do total da herdabilidade do 
peso, destacando a necessidade de mais estudos com 
populações de diferentes etnias com vistas a identificar 
com segurança a dimensão dos efeitos esperados em 
doenças complexas. Além disso, sugere-se que um efeito 
fenotípico possa surgir apenas em combinação com ou- 
tras variantes de predisposição. É pouco claro se certos 
conjuntos de variantes poligênicas relevantes para a 
obesidade em um indivíduo são os mesmos em outro 
indivíduo. 

Como o genótipo não muda ao longo da vida, o de- 
senvolvimento de escores de risco genéticos (GRS, genetic 
risk scores) com base em resultados de GWAS oferece po- 
tencial para a detecção precoce de indivíduos com alto 
risco.’”’® Sugere-se que GRS poderiam ser úteis na iden- 
tificação de pessoas que são predispostas à obesidade, e 
estas se beneficiariam de recomendações nutricionais 
personalizadas. Um exemplo é o estudo de Belsky et al.” 
no qual foi desenvolvido um GRS com 32 loci para obesi- 
dade a partir dos resultados de 16 estudos de GWAS em 
indivíduos de descendência europeia. Posteriormente, 
esse escore foi aplicado em uma coorte de mais de 10 mil 
indivíduos (77% brancos e 23% afro-americanos), sendo 
preditor significativo do IMC e da obesidade entre os in- 
divíduos brancos, mas com associações mais fracas na 
população afro-americana. 

Estudos posteriores mostraram também a importân- 
cia de analisar a relação de fatores relacionados ao estilo 
de vida, como níveis de atividade física, os quais atenua- 
ram os efeitos do GRS em uma população chinesa,” ou 
aspectos relacionados à alimentação, como a influência 
do padrão de ingestão de ácidos graxos saturados sobre 
os resultados de um GRS relacionado ao IMC em duas 
populações americanas.*! 

Goni et al.” realizaram estudo com o objetivo de 
avaliar o valor de um GRS como preditor da obesidade e 
as interações deste com a ingestão alimentar. Interações 
significativas entre o GRS e a ingestão de energia, de 
proteína total, de proteína de origem animal e vegetal, de 
gorduras totais, de ácidos graxos saturados e poli-insa- 
turados, de carboidratos totais e complexos, e de fibra 
alimentar sobre características de adiposidade foram ob- 
servadas após ajuste para sexo, idade, prática de exerci- 
cios físicos e ingestão energética. O estudo confirmou que 
o grupo com alto risco genético apresentou maior adi- 
posidade em comparação ao grupo de baixo risco e de- 
monstrou também que a ingestão de macronutrientes 
modifica a associação do GRS com características rela- 
cionadas à adiposidade. 


EXPRESSÃO GÊNICA E OBESIDADE 


SNP em genes relacionados à obesidade podem alte- 
rar a sequência de aminoácidos codificados, bem como a 
concentração e a atividade de proteínas traduzidas, mo- 
dificações que também podem estar associadas a padrões 
alimentares distintos, os quais influenciam a suscetibili- 
dade individual para o ganho de peso em ambientes es- 
pecíficos. Enquanto a maioria dos fatores ambientais é 
arbitrária e transitória (p. ex., tabagismo e atividade fisi- 
ca), a alimentação é um fator ambiental essencial à vida. 
Interações genes-alimentação confirmam o fato de que 
as variações genéticas podem predispor a doenças, en- 
quanto a alimentação pode diminuir ou exacerbar esse 
risco. Nutrientes e CBA comprovadamente interagem em 
nível molecular com o genoma e podem resultar em ações 
benéficas ou deletérias.* 

Ácidos graxos, açúcares ou vitaminas, como A e D, 
podem ter ações nucleares diretas via interação com fato- 
res de transcrição, ativando ou inativando a transcrição 
de genes. Os lipídios da alimentação têm influência na 
gênese da obesidade também por sua capacidade de mo- 
dular a expressão de genes, pois atuam como moléculas 
sinalizadoras que controlam a atividade de fatores de 
transcrição e de receptores nucleares, o que pode resultar 
em alterações no metabolismo energético e na diferen- 
ciação e crescimento celular. A ligação de ácidos graxos 
a receptores nucleares como o PPAR-gama resulta, em 
última instância, na expressão de genes relacionados ao 
metabolismo de lipídios e na modulação das vias pró-in- 
flamatórias com papel importante na obesidade.* 

Os carboidratos, diferentemente dos lipídios, foram 
quase sempre estudados como um grupo único; entretan- 
to, os diferentes tipos apresentam destinos metabólicos 
distintos. Colley et al.ºº verificaram que a ingestão de gli- 
cose por ratos resultou em aumento da expressão de sete 
peptídeos hipotalâmicos relacionados à saciedade. De 
maneira interessante, os resultados não foram tão claros 
para outros tipos de açúcares como frutose e xarope de 
glicose (milho). Esses dados fornecem evidências de que 
nem todos os açúcares atuam da mesma forma no que diz 
respeito ao controle da ingestão alimentar. O consumo de 
frutose adicionada em alimentos tem aumentado, em pa- 
ralelo à elevação na prevalência da obesidade e do DM2, o 
que sugere que esse açúcar, especialmente quando adicio- 
nado aos alimentos nos processos industriais, pode ser 
um fator predisponente à resistência à ação da insulina e 
ao ganho de peso.” 

O momento da ingestão de alimentos também pode 
contribuir para o ganho de peso e para as doenças meta- 
bólicas, uma vez que a homeostase energética e os rit- 
mos circadianos são molecular e fisiologicamente inter- 


ligados.” Consequentemente, a alteração do momento 
da ingestão de alimentos pode interferir no estabeleci- 
mento da obesidade induzida pela alimentação. A ex- 
pressão basal do gene CLOCK (circadian locomotor out- 
put cycles kaput) em tecido adiposo humano está 
associada com o conteúdo de gordura abdominal e com 
fatores de risco cardiovascular.” A função do sistema 
circadiano, incluindo componentes centrais como os fa- 
tores de transcrição CLOCK e BMALI e seus repressores 
transcricionais PER2 (Period 2) e CRY1/CRY2 (crypto- 
chrome 1/2), na obesidade humana tem sido demonstra- 
da em estudos de associação entre metabolômica e SNP 
nesses genes.” ”° 


EPIGENETICA E OBESIDADE 


Existem evidências convincentes sobre o papel da 
epigenética na determinação da suscetibilidade à obesi- 
dade, mediando a plasticidade fenotípica durante o de- 
senvolvimento. Padrões alimentares maternos e pater- 
nos, bem como nos primeiros anos de vida, parecem 
influenciar o risco de desenvolvimento de obesidade por 
mecanismos de imprinting e programação metabólica, 
detalhados no Capítulo 30. 

A alimentação durante os primeiros anos de vida 
tem importância como fator determinante para o risco 
de desenvolvimento de doenças na vida adulta. A modu- 
lação epigenética da expressão gênica, por meio da ali- 
mentação e de fatores relacionados ao ambiente intraute- 
rino, determina trajetórias de saúde/doença ao longo da 
vida. A programação no início da vida modula a expres- 
são de genes durante o desenvolvimento e a maturidade 
e permite o desenvolvimento fenotípico em resposta a 
estímulos ambientais. O papel do ambiente adverso du- 
rante os períodos de gestação ou lactação tem sido bem 
documentado no desenvolvimento posterior da obesida- 
de, sugerindo que a alimentação e o estilo de vida da mãe 
podem alterar a programação do desenvolvimento do 
feto.” A alimentação materna durante o desenvolvimen- 
to fetal tem muitas implicações epigenéticas que afetam 
Os riscos para a obesidade na infância e na idade adulta, e 
até mesmo em gerações posteriores. Os genes associados 
ao risco de obesidade são suscetíveis a alterações epigené- 
ticas aberrantes, as quais têm efeitos subsequentes sobre 
os mecanismos envolvidos na obesidade, como a regula- 
ção do apetite, a tolerância reduzida à glicose e a resistên- 
cia à insulina.” 

Pesquisas com animais e humanos mostram que die- 
tas que contêm excesso ou poucas calorias durante a 
gestação resultam em descendentes com maior risco de 
desenvolver obesidade e/ou síndrome metabólica.” A 
relação entre a nutrição materna, o padrão de metilação 
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e a obesidade foi observada em humanos, revelando des- 
cobertas interessantes e promissoras.” 

O papel da nutrição na idade adulta também é obser- 
vado e o controle epigenético da expressão gênica ganha 
cada vez mais importância. Tem-se demonstrado a capa- 
cidade de CBA de modular a atividade de enzimas que 
regulam a maquinaria epigenética.'” ™% Suplementos de 
ácido fólico estão ligados à supressão de genes específicos 
e também à hipermetilação global do genoma (mais deta- 
lhes no Capítulo 5). Outros fatores que têm sido associa- 
dos à metilação do DNA na fase adulta são o consumo de 
álcool e o estado nutricional do indivíduo em relação às 
vitaminas do complexo B, vitamina A e alguns minerais.” 

Com relação ao consumo de lipídios, a exposição in- 
trauterina a uma alimentação rica em lipídios pode pre- 
dispor o indivíduo ao desenvolvimento de síndrome me- 
tabólica por meio de modificações epigenéticas em genes 
que codificam adipocitocinas, como a adiponectina e a 
leptina.”° 

Estudos de epigenética que incluem o padrão de me- 
tilação do DNA, as modificações em histonas e o papel 
dos microRNA observam que um componente substan- 
cial do risco de obesidade tem base de desenvolvimento 
pré-natal. Ademais, além dos testes genéticos, análises 
epigenéticas no período perinatal podem ter utilidade na 
identificação da vulnerabilidade do indivíduo para o de- 
senvolvimento de obesidade e de outras doenças meta- 
bólicas na fase adulta. 


MICROBIOTA 


O interesse no estudo da microbiota intestinal hu- 
mana tem aumentado nos últimos anos, uma vez que os 
microrganismos intestinais emergem como potenciais 
novos contribuintes para o aumento da prevalência da 
obesidade, da síndrome metabólica e do DM2. Os meca- 
nismos pelos quais o microbioma intestinal pode in- 
fluenciar o metabolismo e a homeostase energética 
incluem a regulação da utilização da energia proveniente 
da alimentação,” a interação com moléculas de sinaliza- 
ção envolvidas no metabolismo dos microrganismos, a 
modificação da permeabilidade intestinal, a liberação de 
hormônios intestinais e a inflamação crônica e de baixa 
intensidade característica de doenças relacionadas com a 
obesidade.” 

Fatores nutricionais, como a ingestão energética, po- 
dem afetar a composição da microbiota intestinal, a qual 
também parece ser modulada por fatores genéticos e ou- 
tros fatores ambientais. Evidências crescentes sugerem 
que variações em genes e no padrão de espécies do mi- 
crobioma intestinal podem ajudar a definir subgrupos de 
indivíduos que apresentam risco aumentado de desen- 
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volvimento de doenças metabólicas relacionadas à obesi- 
dade, incluindo a resistência à insulina e o DM2. A maio- 
ria dos estudos observa aumento das bactérias do filo 
Firmicutes e redução de Bacteroidetes em indivíduos 
obesos;” entretanto, as pesquisas ainda são preliminares. 

Grande parte das descobertas sobre a relação entre 
microbioma e obesidade é baseada em estudos com roe- 
dores. A transposição dos resultados para o ser humano 
requer investigações mais aprofundadas. Alterações no 
padrão alimentar têm sido apontadas como o fator mais 
importante na determinação da composição da micro- 
biota, a qual tem sido relacionada a relevantes implica- 
ções na produção de metabólitos, na resposta inflamató- 
ria, na resistência à insulina e na obesidade. Os hormônios 
relacionados à microbiota e envolvidos na regulação da 
fome e da saciedade, como a grelina e o peptídeo YY, po- 
dem, por exemplo, responder de forma distinta a diferen- 
tes componentes alimentares, como é o caso da frutose 
em comparação com a glicose.'” 

Os principais desafios da ciência nessa área são de- 
terminar a compreensão adequada acerca das influências 
genéticas e ambientais sobre a microbiota e também das 
consequências das mudanças estruturais e funcionais so- 
bre doenças metabólicas e inflamatórias. Também será 
importante revelar potenciais consequências das terapias 
antibióticas em várias idades da vida e em longo prazo, as 
quais podem contribuir para algumas formas de obesida- 
de iatrogênica. 


NEUROCIÊNCIA, NUTRIGENÉTICA E OBESIDADE 


Em 2007, uma ampla revisão acerca de aspectos en- 
volvidos na regulação hormonal da ingestão alimentar 
concluiu que “a regulação do peso corporal é um proces- 
so altamente complexo e controlado centralmente pelo 
cérebro”. Diante dessas informações, houve mudança 
do foco da pesquisa sobre a influência de aspectos gené- 
ticos na determinação da suscetibilidade à obesidade, 
com maior direcionamento para o estudo da regulação 
hipotalâmica da fome e da saciedade. 

Em paralelo ao conhecimento do papel do equilíbrio 
energético na determinação do peso corporal, tem ocor- 
rido ascensão da importância da influência neurocom- 
portamental no desenvolvimento da obesidade, com en- 
foque nas alterações do controle neurológico do apetite e 
da ingestão de alimentos como centrais na patogênese 
dessa condição. Esse ponto de vista é sustentado pelo fato 
de que a maioria dos genes em que mutações raras resul- 
tam em obesidade monogênica está envolvida no contro- 
le do apetite por meio da via da leptina-melanocortina. 
Os genes envolvidos no controle da ingestão alimentar 
incluem aqueles que codificam receptores relacionados 


com a sensação do gosto ou peptídeos de sinalização pe- 
riférica (insulina, leptina, grelina, colecistoquinina) e 
seus receptores.!º 

O tratamento da obesidade depende do entendimen- 
to de fatores genéticos e de contribuintes ambientais, o 
que inclui a identificação de polimorfismos específicos e 
a interpretação de respostas a intervenções nutricionais 
que podem ser afetadas por determinantes genéticos.!°! 
Por exemplo, indivíduos que carreiam SNP relacionados 
com a obesidade têm apresentado diferenças na resposta 
aos programas de restrição calórica, a qual pode também 
depender da composição global da alimentação. !* 7% 102 

Nesse sentido, o gene FTO também foi associado à 
modulação do apetite, à hiperfagia e à baixa saciedade. 
Estudo de Huang et al. observou que indivíduos car- 
readores do alelo de risco (A) relativo ao SNP rs9939609 
podem obter mais benefícios em relação à redução de 
peso e à diminuição da compulsão alimentar e do apetite 
quando aderem a um padrão de alimentação hipocalóri- 
ca e hiperproteica. 

Recentemente, um estudo descreveu loci relaciona- 
dos ao IMC e revelou um componente neuronal impor- 
tante, envolvendo processos como a regulação do apeti- 
te. Esse estudo envolveu mais de 330 mil pessoas e 
destacou 97 loci (56 novos) com influência na determi- 
nação do peso corporal, muitos dos quais parecem fun- 
cionar alterando a forma como o apetite é regulado em 
nível cerebral, em vez de atuar na alteração do metabo- 
lismo basal. Variações em genes como o NPCI (Nie- 
mann-Pick disease, type C1) e o ELAVL4 (embryonic le- 
thal, abnormal vision-like 4) são consideradas fortes 
candidatas, bem como variações em genes relacionados 
ao sistema imune, como o TLR4 (toll like receptor 4), pa- 
recem exercer influência sobre a obesidade por meio de 
alterações na microbiota.” 

Portanto, a análise de vias metabólicas demonstra a 
grande importância do sistema nervoso central na susce- 
tibilidade à obesidade e implica genes anteriormente não 
considerados, incluindo aqueles relacionados com a fun- 
ção sináptica, a sinalização do glutamato, a secreção/ação 
da insulina, o metabolismo energético e de lipídios e a 
adipogênese. 

Com relação à restrição alimentar, alguns estudos 
descreveram efeitos positivos à saúde, como alterações 
no padrão de envelhecimento em animais, relacionadas, 
por exemplo, à menor perda de massa muscular em ma- 
cacos Rhesus.!° Por outro lado, estudos pré-clínicos e 
clínicos sugerem que a restrição alimentar prolongada 
aumenta a sensibilidade à recompensa alimentar. !º*108 

De maneira interessante, em estudo comparando as 
áreas do cérebro relacionadas com a recompensa de in- 
divíduos com fome ou saciados, descobriu-se que, na 


primeira situação, houve ativação mais acentuada das 
áreas cerebrais quando foram apresentadas imagens de 
alimentos com alto teor energético em comparação a 
imagens de alimentos pouco calóricos. Por outro lado, os 
indivíduos mostraram resposta mais pronunciada a ali- 
mentos menos calóricos quando saciados.'” Esses resul- 
tados sugerem que mesmo um breve período de restrição 
alimentar pode predispor indivíduos a desejar alimentos 
com maior densidade energética. Resultados semelhantes 
foram observados em estudo com participantes obesos, 
sugerindo que esse efeito pode ocorrer independente- 
mente do peso corporal.!º Ambos os padrões de restrição 
e de excesso de energia podem ter consequências deleté- 
rias, tanto em relação à neuroquímica quanto aos com- 
portamentos associados à recompensa e ao reforço de 
comportamento alimentar, provavelmente em razão de 
alterações dos processos neurais relacionados ao controle 
do apetite. 

A restrição calórica pode ocasionar mudanças rápi- 
das e profundas no metabolismo e resultar em redução 
da taxa de metabolismo basal,!! na diminuição da con- 
centração da leptina!!? e em aumento do apetite.” Um 
estudo de Sumithran et al." avaliou o efeito da adapta- 
ção metabólica à perda de peso e demonstrou que houve 
diminuição da taxa de metabolismo basal e das concen- 
trações de leptina, do peptídeo YY, de colecistoquinina e 
de insulina, acompanhada por aumento da grelina, do 
polipeptídeo pancreático e do polipeptídeo inibidor gás- 
trico (GIP). 

A restrição alimentar também atua na modificação 
da expressão dos genes relacionados ao estresse. Estudos 
em ratos sugerem que a restrição alimentar moderada al- 
tera a forma como o cérebro responde ao estresse e pode 
favorecer o ganho de peso, aumentando a produção de 
glicocorticoides e favorecendo comportamentos depres- 
sivos. Ratos que foram submetidos a dietas restritivas 
reagiram ao estresse comendo alimentos mais gorduro- 
sos. Nesse estudo, observaram-se alterações no padrão de 
expressão de vários genes relacionados à regulação do 
estresse e do apetite, as quais permaneceram mesmo após 
a reintrodução da ração adequada.''® Em conjunto, esses 
resultados mostram como a alternância de hiperfagia e 
períodos de restrição alimentar pode alterar mecanismos 
neurais subjacentes a recompensa, aumentando poten- 
cialmente o prazer derivado do consumo de alimentos. 

Já foi demonstrado, em modelos animais, que altera- 
ções nas concentrações de adipocinas relacionadas ao 
“efeito sanfona” agravam potencialmente o estado pró-in- 
flamatório crônico e relacionam-se à liberação e à síntese 
desregulada das próprias adipocinas.''® Nesse sentido, ca- 
mundongos submetidos a tentativas repetidas de perda 
de peso por meio de dieta restritiva apresentaram “efeito 
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sanfona”, com maior ganho de gordura corporal. Como 
resultado do “efeito sanfona”, o padrão de expressão dos 
genes CLOCK no tecido adiposo dos animais também foi 
alterado. Houve redução na expressão de vários genes re- 
lacionados ao sistema circadiano (PAD, TEF, PER1/2/3 e 
NRID2) no tecido adiposo, sugerindo que tais genes po- 
dem atuar na adaptação metabólica no tecido adiposo ao 
“efeito sanfona”, resultando em ganho de peso.” 

Em humanos, os estudos sobre efeitos das dietas de 
restrição energética e “efeito sanfona” vêm aumentando e 
alertando sobre as consequências à saúde e ao ganho de 
peso.!!8-120 Tem-se demonstrado, por exemplo, que os ci- 
clos de perda e ganho de peso são associados ao maior 
risco cardiovascular em longo prazo em função do es- 
tresse do sistema cardiovascular.'*! Estudo com camun- 
dongos machos demonstrou estado pró-inflamatório 
exacerbado no tecido adiposo após ciclos de perda e ga- 
nho de peso.!!º Em homens, estudo recente observou 
mudanças na sensibilidade e na secreção de insulina após 
ciclos de perda e ganho de peso, associadas a alterações 
em hormônios como grelina, leptina, adiponectina e da 
tireoide.'” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A epidemia mundial de obesidade decorre de altera- 
ções relacionadas ao estilo de vida, ao meio ambiente e às 
características genéticas, bem como de interações entre 
esses fatores. Nos últimos anos, as pesquisas a respeito da 
genética da obesidade comum não sindrômica têm con- 
tribuído para esclarecer mecanismos relacionados a essa 
condição. Os GWAS, em particular, têm sido muito úteis 
na identificação de diversos genes e variações genéticas 
fortemente associados à obesidade comum ou ao IMC, 
com particular destaque para a importante relação de 
grande parte desses genes com o eixo gastroneuroendó- 
crino, principalmente com o centro de regulação da fome 
e da saciedade. 

Entretanto, quando os efeitos de diversos genes rela- 
cionados à obesidade são avaliados de maneira indivi- 
dual, a explicação da alta herdabilidade observada tor- 
na-se prejudicada, o que sugere efeitos sinérgicos entre 
vários genes e, ainda, a importância da interação com 
aspectos relativos ao meio ambiente. 

Nesse sentido, esforços de consórcios internacionais 
visam descrever variações genéticas que contribuem para 
o desenvolvimento da obesidade e caracterizar interações 
entre genes e nutrientes, com vistas à implementação de 
orientações nutricionais personalizadas para a redução 
do risco de desenvolvimento e para o tratamento da obe- 
sidade. Os benefícios potenciais das informações em 
genômica nutricional acerca de aspectos relacionados à 
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obesidade incluem a identificação de subgrupos que po- 
dem ser particularmente sensíveis ou resistentes a inter- 
venções alimentares, de estilo de vida ou farmacológicas, 
bem como a melhora da compreensão dos mecanismos 
envolvidos na fisiopatologia da obesidade. Entretanto, as- 
pectos potencialmente negativos também podem estar 
presentes, como o fato de a informação genética poder 
simplificar demais o entendimento da doença, por não 
focar em fatores ambientais e, assim, resultar em fatalis- 
mo e disparidades de saúde.'* Dessa forma, mais estudos 
de genômica nutricional são necessários para apoiar a 
prescrição clínica das intervenções personalizadas para o 
tratamento da obesidade." 
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INTRODUÇÃO 


A vitamina D [25(OH)D] é um seco-esteroide pro- 
duzido de forma endógena na pele ou obtido por meio 
da ingestão de alimentos fontes. Para se tornar ativa, 
deve passar por duas hidroxilações sucessivas: primeiro 
no fígado, formando a 25-hidroxivitamina D [25(OH) 
D3]; depois nos rins, formando seus dois principais me- 
tabólitos: 1-alfa,25-di-hidroxivitamina D [1,25(0H),D] 
e 24R,25-di-hidroxivitamina D3 [24R,25(OH),D]. Con- 
tudo, foram isolados e quimicamente caracterizados 37 
diferentes metabólitos da vitamina D3, cujas funções 
ainda não estão bem esclarecidas.! 

O ponto mais importante na regulação do sistema en- 
dócrino da vitamina D ocorre nos rins, por meio do con- 
trole rigoroso da atividade da enzima 1 alfa-hidroxilase. A 
produção do metabólito ativo, 1,25(OH),D, também cha- 
mado de calcitriol, pode ser modulada de acordo com a 
concentração plasmática de 1,25(OH),D, do paratormô- 
nio (PTH) e das concentrações séricas de cálcio e fosfato. 
Também dependerá de outras necessidades endócrinas do 
organismo, como as que ocorrem durante a gestação, a 
lactação e o crescimento.? 

A 1,25(OH),D é um hormônio fundamental para a 
homeostase do cálcio e o desenvolvimento de um esque- 
leto saudável. Quando as concentrações séricas de cál- 
cio diminuem, o PTH estimula a atividade da enzima 
1 alfa-hidroxilase nos rins. Como resultado, a síntese de 
1,25(0H),D é aumentada, favorecendo a absorção in- 
testinal de cálcio. Além disso, a 1,25(OH),D estimula a 
retenção renal de cálcio e, sinergicamente com o PTH, 
aumenta a reabsorção óssea, liberando mais íons cál- 
cio para a corrente sanguínea. Em nível molecular, a 
1,25(0H),D modula a expressão de genes nos osteoblas- 
tos e interfere na síntese da matriz proteica, o que regula 


a mineralização óssea e denota a essencialidade da vi- 
tamina D para o crescimento ósseo. Entretanto, a 
1,25(0H),D pode também estimular diretamente a ati- 
vação dos osteoclastos pela indução da expressão do li- 
gante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (NF-kB) 
(RANKL, receptor activator of nuclear factor kappa-b li- 
gand), promovendo a reabsorção óssea, fundamental pa- 
ra a remodelação dos ossos e o crescimento esquelético. 
Dessa forma, a 1,25(OH),D pode manter a homeostase 
do cálcio mesmo quando o organismo apresentar defi- 
ciência desse mineral. 


FUNÇÕES FISIOLÓGICAS E RELAÇÃO DA VITAMINA D 
COM DOENÇAS 


Além de ser fundamental ao metabolismo ósseo, a 
vitamina D realiza outras funções biológicas, especial- 
mente por meio da regulação da transcrição de diversos 
genes.” Na corrente sanguinea, ela é transportada para a 
célula-alvo ligada à sua proteína carreadora (DBP, vita- 
min D binding protein ou proteína ligadora de vitamina 
D). No núcleo das células, a 1,25(OH),D liga-se à porção 
hidrofóbica do receptor nuclear de vitamina D (VDR, vi- 
tamin D receptor), formando um complexo hormô- 
nio-receptor, o qual forma um heterodímero com o re- 
ceptor X de retinoides (RXR). Esse complexo se acopla a 
sequências específicas de nucleotídeos no DNA, conheci- 
das como elementos de resposta à vitamina D (VDRE, 
vitamin D response element). Esse processo está associado 
com o recrutamento de proteínas nucleares que funcio- 
nam como coativadoras. Uma vez ativado o VDRE, vá- 
rios fatores de transcrição se ligam a esse complexo, re- 
sultando tanto em regulação positiva quanto negativa da 
expressão gênica.” Estima-se que a ativação do VDRE 
possa regular direta ou indiretamente a expressão de 200 


a 2.000 genes.’ A biossintese e a ação da 1,25(OH),D es- 
tão resumidas na Figura 21.1. 

Em humanos, o gene que codifica o VDR está locali- 
zado na região cromossômica 12q13.11º e estudos relatam 
que variações genéticas no VDR estão associadas com au- 
mento da suscetibilidade e da progressão de diversas 
doenças.” Além disso, estudos de associação ampla do 
genoma (GWAS, genome-wide association studies) adicio- 
naram novas informações com relação às ações endócri- 
na, parácrina e autócrina da vitamina D, uma vez que 
identificaram polimorfismos em genes que codificam a 
DBP, a 7-de-hidrocolesterol redutase e outras enzimas 
conversoras que também atuam nesse contexto.!» 12 

Estudos recentes evidenciam que a deficiência de vita- 
mina D (concentração sérica de 25(OH)D <20 ng/mL) é 
um fator etiológico importante na patogênese de condi- 
ções clínicas e doenças crônicas como obesidade, diabete 
melito tipo 2 (DM2), doenças cardiovasculares (DCV), 
osteoporose, doenças autoimunes (p. ex., esclerose múlti- 
pla, diabete melito tipo 1 — DM1) e alguns tipos de câncer 
(cólon, mama, linfoma não Hodgkin).º Sendo assim, a 
expressão ampla do VDR em diferentes tecidos corporais 
e as múltiplas ações biológicas atribuídas à 1,25(OH),D, 
podem explicar o envolvimento dessa vitamina com di- 
versas doenças.' 

Estudos recentes também têm discutido o impacto do 
metabolismo da vitamina D na modulação de eventos 
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epigenéticos, o que pode ocorrer em diferentes níveis. Pri- 
meiro, genes envolvidos no sistema de sinalização da vita- 
mina D, como aqueles que codificam o VDR e as enzimas 
25-hidroxilase (CYP2R1), 1 alfa-hidroxilase (CYP27B1) e 
24-hidroxilase (CYP24A1), apresentam amplas ilhas CpG 
nas suas regiões promotoras e, portanto, podem ser silen- 
ciados por meio de metilação do DNA. Em segundo lugar, 
o VDR pode interagir fisicamente com proteínas coativa- 
doras e correpressoras, as quais, por sua vez, estão em 
contato com os modificadores da cromatina, como histo- 
nas acetiltransferases (HAT), histonas desacetilases (HDAC), 
histonas metiltransferases (HMT), histonas desmetilases 
(HDM) específicas de proteínas com o dominio Jumonji 
C (JmjC) e famílias de desmetilases lisina-específicas 
(LSD). Ademais, há evidências de que alguns ligantes do 
VDR apresentam efeitos desmetilantes do DNA, os quais 
podem contribuir para o desenvolvimento e a progressão 
de doenças. 

Os tópicos a seguir objetivam elucidar as relações en- 
tre a vitamina D e algumas condições clínicas e doenças 
crônicas, buscando explanar mecanismos de ação, efeitos 
preventivos e tratamento. 


Obesidade 


A obesidade provoca alterações metabólicas, como 
resistência periférica à ação da insulina e disfunção endo- 
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Figura 21.1 Biossintese e ação da vitamina D. 1,25(0H2)D3: 1,25-di-hidroxi vitamina D3; 25(0H)D3: 25-hidroxi vitamina D; DBP: proteína ligadora de 
vitamina D; RNA Pol Il: RNA polimerase 2; RXR: receptor X de retinoides; UV: ultravioleta; VDR: receptor de vitamina D; VDRE: elemento de resposta 


à vitamina D. Fonte: adaptada de Lamprecht e Lipkin.’ 
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telial, as quais implicam aumento do risco cardiovascu- 
lar. Sua prevalência expressiva e crescente está associada a 
graves complicações relacionadas não somente com a 
saúde e o bem-estar dos indivíduos, mas também com os 
gastos aos cofres públicos. Entre os fatores genéticos sub- 
jacentes ao risco hereditário da obesidade, alguns envol- 
vem vias associadas ao metabolismo da vitamina D.'° 


Há evidências de que polimorfismos de nucleotídeo 
único (SNP) no gene do VDR, principalmente aqueles 
localizados no intron 8 (BsmI — rs1544410, Apal — 
rs7975232, Tru9I — rs757343), no start códon do éxon 2 
(FokI — rs2228570) e no éxon 9 (Taql — rs731236) (Fi- 
gura 21.2), estejam relacionados a mecanismos patoge- 
néticos da obesidade. Um estudo de Vasilopoulos et al.'® 
com 184 individuos gregos adultos e idosos de ambos os 
sexos demonstrou que a presença de cada alelo de risco 
em relação ao polimorfismo Taql (rs731236) contribuiu 
para um aumento de 3 kg/m? no índice de massa corpo- 
ral (IMC). Em outro estudo, a presença dos genótipos de 
risco em homozigose relativos aos SNP Taql e Bsml fo- 
ram independentemente associados a maior IMC e a 
maior risco de desenvolvimento de obesidade quando 
comparada aos genótipos selvagens. A diferença encon- 
trada foi de 9 kg no peso corporal, ou de 4 kg/m? no IMC, 
e foi verificado aumento de 30% na prevalência de obe- 
sidade em um grupo de indivíduos franceses caucasia- 
nos adultos e idosos de ambos os sexos. Esse mesmo es- 
tudo encontrou, ainda, associação positiva do genótipo 
homozigoto variante do polimorfismo Apal com a obe- 
sidade.” 

Blumberg et al.'* definiram o mecanismo molecular 
pelo qual a vitamina D, via VDR, pode atuar na inibição 
da adipogênese. Constatou-se, em cultura de adipócitos 
3T3-L1, que o bloqueio da adipogênese ocorre por meio 
da inibição da expressão do RNA mensageiro (RNAm) do 
fator de transcrição C/EBP beta (do termo CCAAT-enhan- 
cer-binding protein ou proteína beta intensificadora de li- 
gação a CCAAT) e pelo consequente menor conteúdo 
nuclear dessa proteína durante o processo de diferencia- 
ção. Ademais, o calcitriol permite a regulação positiva do 
eight-twenty-one (ETO), correpressor do C/EBP beta, o 
que inibiria ainda mais a ação de qualquer C/EBP beta 


restante no processo de adipogênese. Contudo, na ausên- 
cia de calcitriol, o VDR inativo parece favorecer o acúmu- 
lo de lipídios, por meio de um mecanismo ainda não es- 
clarecido, mas que possivelmente envolve um cofator 
específico para os adipócitos. 

Outro mecanismo envolvendo o VDR inativo capaz 
de modular o balanço energético em humanos foi de- 
monstrado por Malloy e Feldman.” O VDR inibe direta- 
mente a expressão da proteína desacopladora 1 (UCP1) 
— fundamental na promoção da oxidação de ácidos gra- 
xos no tecido adiposo marrom -, a qual está envolvida 
com o aumento do gasto energético. Já a deleção do VDR 
aumenta a expressão de UCP1 e resulta em aumento do 
tecido adiposo marrom. Ademais, a proteína desacopla- 
dora 2 (UCP2), encontrada no tecido adiposo branco, 
também tem sua expressão inibida pela vitamina D, via 
ligação com o VDR.” 

Acredita-se, ainda, que a participação da vitamina D 
na fisiopatologia da obesidade também esteja relacionada 
à modulação das vias dos receptores do tipo Toll (TLR)2 e 
TLR4, um grupo de glicoproteínas que funcionam como 
receptores de superfície transmembrana, atuando como 
moduladores essenciais na inter-relação entre as vias infla- 
matória e metabólica. A expressão dos genes TLR2 e TLR4 
está aumentada no tecido adiposo de pessoas obesas, en- 
quanto no tecido adiposo de pessoas com DM2 apenas a 
expressão do TLR2 está aumentada, denotando o impor- 
tante papel desses receptores na inflamação crônica sub- 
clínica associada à obesidade.” Entretanto, Sadegui et al.” 
demonstraram que o calcitriol pode suprimir a expressão 
dos genes TLR2 e TLR4, o que implica a atenuação da res- 
posta inflamatória. 

Fatores epigenéticos também devem ser considera- 
dos em relação à obesidade, uma vez que a deficiência de 
vitamina D nos pais é capaz de influenciar desfechos ad- 
versos durante a gestação e a suscetibilidade ao desenvol- 
vimento de doenças crônicas na vida adulta e até mesmo 
na próxima geração.” 

Desse modo, reconhece-se que a deficiência de vita- 
mina D atua como fator de risco independente para a 
obesidade e o acúmulo excessivo de gordura corporal,” o 
que pode ser explicado pela interação dessa vitamina com 
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Figura 21.2 Gene do receptor de vitamina D (VDR) localizado no cromossomo 12q e seus principais polimorfismos identificados por enzimas de 


restrição. Fonte: adaptada de Deeb et al.” 


diferentes vias metabólicas, exploradas com mais deta- 
lhes a seguir. 


Homeostase da glicose e o DM2 


A relação inversa observada entre concentrações sé- 
ricas da vitamina D, resistência à insulina e intolerância 
à glicose” despertou o interesse para a investigação dos 
mecanismos de atuação da vitamina D na homeostase 
da glicose. Demonstrou-se que a atuação endócrina da 
vitamina D ocorre durante a diferenciação de adipóci- 
tos, uma vez que o calcitriol parece estimular a síntese e 
a secreção da lipase de lipoproteínas (LPL) em cultura 
de adipócitos,” e também na regulação da secreção de 
insulina e na manutenção da tolerância à glicose.” Além 
disso, observou-se que variações na sequência de nu- 
cleotídeos do VDR modulam a secreção de insulina em 
resposta à glicose. Um estudo mostrou que indivíduos 
carreadores dos genótipos GG (do SNP Apal), GG (do 
SNP Bsml) e TT (do SNP TaqI) apresentaram concen- 
trações de insulina 50% inferiores aquelas observadas 
em indivíduos com genótipos TT, AA ou CC para os res- 
pectivos polimorfismos, enquanto indivíduos heterozi- 
gotos apresentaram valores intermediários. 

O genótipo GG (do SNP Apal) também foi associado 
à intolerância à glicose e à glicemia de jejum aumentada 
em adultos não diabéticos eutróficos e também em obe- 
sos,” enquanto os genótipos TT (do SNP TaqI) e GG (do 
SNP Bsml) associaram-se à capacidade reduzida de se- 
creção de insulina.” Já o genótipo homozigoto selvagem 
para o SNP Fokl (CC) associou-se com maior sensibili- 
dade à insulina, embora não tenha sido observada in- 
fluência na função das células beta pancreaticas.*! 

Acredita-se que variações genéticas no VDR também 
possam contribuir para a patogênese do DM2 por meio 
da modificação da expressão de citocinas (como inter- 
leucina [IL]-2, IL-6, IL-12, interferon-gama [IFN-gama], 
fator de necrose tumoral alfa e fator de necrose tumoral 
beta)? e pela alteração no metabolismo do cálcio. A pre- 
sença do alelo selvagem GG (SNP Bsml) relacionou-se à 
redução da absorção de cálcio por transporte ativo (em 
razão do provável defeito funcional no VDR intestinal) 
em mulheres pós-menopausa com baixo consumo de 
cálcio, ao aumento da glicemia de jejum em homens 
adultos membros de tripulação das Forças Armadas da 
Alemanha com baixo nível de atividade fisica** e ao DM2 
em homens e mulheres alemães adultos e idosos com alto 
risco para doença arterial coronariana.” 

Além das variações clássicas na sequência de nucleo- 
tídeos do VDR, um polimorfismo, o rs11568820 (-1270 
G > A), presente na região promotora do VDR, especifi- 
camente no sítio de ligação da Cdx2, uma proteína envol- 
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vida na transcrição do VDR em nível intestinal, parece 
favorecer a absorção intestinal de cálcio, uma vez que o 
alelo A determina maior afinidade pelo fator de transcri- 
ção que o alelo G.** Estudos que associam esse polimor- 
fismo a parâmetros metabólicos são ainda escassos, po- 
rém acredita-se que a Cdx2 seja capaz de influenciar a 
homeostase da glicose por interferir na absorção de cál- 
cio, uma vez que o fluxo de cálcio e a regulação de seus 
estoques intracelulares são essenciais no controle da se- 
creção de insulina pelas células beta pancreáticas. Em um 
estudo com mulheres austríacas entre 16 e 45 anos de 
idade, com síndrome do ovário policístico, o genótipo 
AA foi associado a concentrações mais baixas de insulina 
de jejum, menor resistência à ação da insulina (medida 
pelo índice HOMA-IR) e maior sensibilidade à insulina 
avaliada pelos índices Quicki e de Matsuda.” 

Apesar dessas evidências, a relação entre polimorfis- 
mos no gene do VDR e a suscetibilidade ao DM2 ainda 
não é consistente na literatura. Metanálise realizada com 
14 estudos (dos quais nove foram realizados com popu- 
lações asiáticas) não observou resultados significativos 
para os polimorfismos Apal, BsmI e Taql, porém de- 
monstrou que a presença do alelo variante referente ao 
SNP Fokl foi significativamente associada com o DM2. 
Indivíduos carreadores desse alelo apresentaram risco 
para o desenvolvimento de DM2 51% maior quando 
comparados aos indivíduos com genótipo selvagem.” É 
importante ressaltar que as associações entre polimorfis- 
mos do VDR e alterações fisiopatológicas podem sofrer 
influências tanto do nível de exposição solar” quanto da 
ingestão e da biodisponibilidade da vitamina D,” fatores 
que não foram considerados nessa metanálise. 


Hipertensão e doenças cardiovasculares 


Estudos prospectivos e metanálises têm consistente- 
mente demonstrado associação inversa entre concentra- 
ções séricas de 25(OH)D e pressão arterial.“ Os mecanis- 
mos que relacionam a deficiência de vitamina D ao 
aumento da pressão arterial são mediados pela ação do 
calcitriol na inibição do sistema renina-angiotensina-al- 
dosterona,* na alteração da proliferação de células muscu- 
lares lisas vasculares endoteliais, no aumento da rigidez ar- 
terial, na redução da expressão de moléculas de adesão em 
células endoteliais'> * e por sua essencialidade na secreção 
de insulina.“ De fato, ativadores do VDR (calcitriol e pari- 
calcitol) podem influenciar a modulação da expressão da 
renina e a função vascular, reduzindo assim o risco de mor- 
talidade, os danos a órgãos e a morbidade cardiovascular 
em pacientes hipertensos tratados com tais ativadores.” 

Em estudos com camundongos knockout para o Vdr 
ou para o Cyp27b1, além do fenótipo esperado (hipocal- 
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cemia, hiperparatireoidismo secundário e osteomalácia), 
foi também observada ocorrência de hipertensão arterial, 
hipertrofia cardíaca e maior retenção de sódio. Ademais, 
esses camundongos apresentaram superexpressão de re- 
nina, de angiotensina II e de peptideo natriurético atrial. 

A presença de SNP no gene do VDR também está en- 
volvida na regulação da pressão arterial. Muray et al.” 
verificaram que o genótipo Bsml do VDR influenciou a 
pressão arterial de homens normotensos saudáveis. Além 
disso, o estudo mostrou que o genótipo GG estava asso- 
ciado com pressão arterial sistólica elevada. Entretanto, 
esses resultados não foram observados em mulheres, tal- 
vez pela interferência do estrógeno, que apresenta ação 
anti-hipertensiva e vasoprotetora. 

Um estudo com 535 idosos coreanos teve como ob- 
jetivo avaliar a influência dos polimorfismos que codifi- 
cam diferentes enzimas citocromo P450 (CYP) e das 
concentrações séricas da 25(OH)D sobre a pressão arte- 
rial. Além da relação inversa entre 25(OH)D e pressão 
arterial, os autores verificaram a influência de SNP nas 
enzimas CYP1A1 (rs4646421) e CYP1B1 (rs2551188, 
rs1056836) na pressão arterial entre diferentes genóti- 
pos. O grupo que apresentava deficiência de vitamina D 
e alto escore de risco, com base no número de alelos de 
risco para os três SNP, apresentou maior chance de de- 
senvolver hipertensão arterial. Esse efeito sinérgico das 
concentrações séricas de 25(OH)D e das variações gené- 
ticas nas CYPIAI e CYP1B1 sobre a pressão arterial foi 
observado especialmente em indivíduos em tratamento 
anti-hipertensivo.” 

Apesar de evidências isoladas, Wang et al.” realiza- 
ram um GWAS com dados de aproximadamente 100 mil 
homens e mulheres com descendência europeia partici- 
pantes do Women’s Genome Health Study (WGHS) e do 
International Consortium of Blood Pressure (ICBP). 
Nessa avaliação, os pesquisadores não conseguiram re- 
plicar as associações observadas previamente entre SNP 
no VDR e a pressão arterial. Entretanto, foram encontra- 
das sugestões de associações negativas entre o polimor- 
fismo rs2853564 do VDR; positivas entre os rs6013897 e 
rs2296241 no gene da CYP24A1 [24-hidroxilase, a prin- 
cipal enzima de degradação da 1,25(OH),D,]; positivas 
entre o rs1507023 no gene da RBFOX1 e o rs9937918 no 
gene da GPR114 [ambos determinantes da circulação da 
25(OH)D] com a pressão arterial sistólica, diastólica, 
pressão arterial média e a pressão de pulso; porém, tais 
associações perderam significância após correção por 
testes estatísticos. Também foram detectadas associações 
significativas, tanto positivas quanto negativas, entre a 
pressão arterial e polimorfismos em genes que codificam 
fatores que interagem com o VDR, como o coativador de 
receptores nucleares 3 (NCoA3), o correpressor de recep- 


tor nuclear 2 (NCoR2), o correpressor de receptor nuclear 
1 (NcoR1), e também de fatores que interagem com o re- 
ceptor X de retinoides alfa (RXR-alfa) e com modificado- 
res da síntese da vitamina D, como a 7-de-hidrocolesterol 
redutase, o supressor de tumor p53 ligado à proteína lea 
tirosinase relacionada à proteína 1, mas estas também per- 
deram significância após correção com testes estatísticos.” 

Kunutsor et al.? realizaram metanálise de ensaios clí- 
nicos randomizados com o objetivo de avaliar o efeito da 
suplementação de vitamina D tanto na pressão arterial 
sistólica quanto na pressão arterial diastólica e comple- 
mentaram os resultados com uma análise de randomiza- 
ção mendeliana para investigar a relação causal entre as 
concentrações séricas de 25(OH)D e a pressão arterial. 
Nesse estudo, foram incluídos apenas ensaios clínicos 
randomizados que tiveram como objetivo estudar os 
efeitos isolados da suplementação oral de vitamina D, 
porém, a quantidade e a forma de suplementação foram 
diferentes entre os estudos. Os autores observaram que a 
suplementação de vitamina D não promoveu redução 
significativa das pressões arteriais sistólica e diastólica em 
indivíduos saudáveis, mas houve maior redução da pressão 
arterial diastólica em participantes com DCV preexisten- 
te. Os autores também identificaram variantes genéticas 
em quatro loci envolvidos na síntese (DHCR7, CYP2R1) e 
no metabolismo (GC, CYP24A1) da 25(OH)D. As variantes 
em conjunto explicaram apenas 1 a 4% das modificações 
nas concentrações séricas da 25(OH)D. Entretanto, o 
1s6013897, localizado na região do gene da CYP24A1, 
apresentou associação significativa com as pressões arte- 
riais sistólica e diastólica. 


Função imune 


A vitamina D, por meio de interação com seu recep- 
tor, atua também como moduladora da expressão gênica 
em leucócitos, impactando em suas funções e, conse- 
quentemente, modulando as respostas imune e inflama- 
tória.” O VDR é expresso em macrófagos e em células 
dendríticas, os quais são capazes de sintetizar 25(OH)D e 
1,25(0H),D, por expressarem as enzimas 25-hidroxilase 
e 1 alfa-hidroxilase, respectivamente. Linfócitos, por sua 
vez, só expressam a 1 alfa-hidroxilase e, desse modo, essas 
células são apenas capazes de converter 25(OH)D em 
1,25(0H),D,.” Apesar da presença da 1 alfa-hidroxilase 
em macrófagos e células dendríticas, seu mecanismo de 
regulação nessas células parece diferir do mecanismo 
de regulação renal, no qual a 1 alfa-hidroxilase é princi- 
palmente regulada pelo PTH, cálcio e 1,25(OH),D,. Em 
macrófagos e células dendríticas, a 1 alfa-hidroxilase é 
predominantemente regulada pelo IFN-gama e pelo li- 
popolissacarídeo (LPS).°° 


O efeito modulatório da vitamina D nos linfócitos 
auxiliares CD4* (T helper) influencia o equilíbrio entre as 
respostas Thl e Th2, podendo determinar o desfecho de 
doenças mediadas por fatores imunológicos, como as in- 
fecciosas, as autoimunes e as alergias. Tal efeito é explica- 
do pelo processo de diferenciação dos linfócitos auxilia- 
res CD4 virgens (naive) em Thl ou Th2. Linfócitos Th1 
preferencialmente produzem IL-2 e IFN-gama, promo- 
vendo a ativação de macrófagos e respostas imunológicas 
contra patógenos intracelulares. Por outro lado, linfóci- 
tos Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, o que 
estimula a imunidade humoral por favorecer o cresci- 
mento e a diferenciação de linfócitos B, bem como con- 
tribui para síntese elevada de imunoglobulinas do tipo E 
(IgE), degranulação dos mastócitos e ativação de eosinó- 
filos. Linfócitos T expostos à 1,25(OH),D, apresentam 
redução da síntese de IFN-gama e IL-2, enquanto a sínte- 
se de IL-4, IL-5 e IL-10 é aumentada, o que direciona a 
uma resposta Th2.°° Ademais, a regulação positiva do fa- 
tor de transcrição GATA3 causada pela 1,25(0H) D, 
também favorece o desenvolvimento da resposta Th2.°” 

É também conhecido o efeito da 1,25(OH),D, na re- 
dução da resposta inflamatória de macrófagos. Sugere-se 
que sua ação anti-inflamatória ocorra pelo aumento da 
expressão do gene do inibidor de kappa B alfa (IkB-alfa) 
e da estabilidade do seu RNAm e pela redução de sua fos- 
forilação. O IkB-alfa é um inibidor do NF-kB, o qual, por 
sua vez, regula a transcrição de genes que codificam di- 
versas proteínas envolvidas na resposta inflamatória. O 
aumento do conteúdo citoplasmático do IkB-alfa favore- 
ce a redução da translocação do NF-kB do citosol para o 
núcleo celular.” * Mediante a presença de patógenos, 
entretanto, a vitamina D promove o aumento da imuno- 
competência, por meio da elevação da capacidade fagocí- 
tica e quimiotática de monócitos, bem como do incre- 
mento da expressão gênica do VDR e da enzima 1 
alfa-hidroxilase, o que induz a expressão do peptídeo 
antimicrobiano chamado catelicidina. De acordo com 
esses dados, sugere-se que baixas concentrações séricas 
de 25(OH)D relacionam-se com aumento da suscetibili- 
dade às infecções microbianas.” 

A vitamina D influencia, ainda, o risco para o desen- 
volvimento de doenças autoimunes, como DM1, artrite 
reumatoide e doença de Crohn. O efeito protetor contra 
o desenvolvimento de DM1 também está associado à 
modulação da função imune, uma vez que tal doença 
caracteriza-se pela infiltração das ilhotas pancreáticas 
por células mononucleares, em sua maioria linfócitos 
CD8* citotóxicos, os quais são regulados por células Th1 
dependentes de IL-12. Tal ação leva à destruição das célu- 
las beta pancreáticas e a um consequente prejuízo na 
secreção de insulina.” O tratamento de camundongos 
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diabéticos não obesos com um análogo da 1,25(OH),D, 
inibiu a produção de IL-12 e a infiltração pancreática de 
células Th1, ao mesmo tempo em que aumentou a fre- 
quência de células T reguladoras CD4*CD25* nos gân- 
glios pancreaticos.” 

Entretanto, nem sempre o tratamento com vitamina 
D ou seus análogos é capaz de melhorar ou contribuir 
no tratamento de doenças já estabelecidas, visto que sua 
atuação pode ser satisfatória somente em momentos im- 
portantes do metabolismo celular. Yu e Cantorna® de- 
mostraram que a exposição a 1,25(OH),D, era necessária 
para que camundongos neonatos apresentassem conta- 
gens adequadas de linfócitos T natural killer invariantes 
(INKT). A deficiência de vitamina D no período intrau- 
terino promoveu alterações epigenéticas que resultaram 
em redução do número de células iNKT como resultado 
do aumento da apoptose de precursores de iNKT no ti- 
mo. Tais alterações não foram revertidas pela administra- 
ção posterior de 1,25(OH),D,. Deste modo, observa-se 
que a disponibilidade de vitamina D durante o desenvol- 
vimento pré-natal é relevante na produção de células 
iNKT, sendo a redução da contagem dessas células direta- 
mente relacionada ao aumento do risco do desenvolvi- 
mento de doenças autoimunes. 


Câncer 


Assim como está relacionada à função imune, a vita- 
mina D também é capaz de interferir e mediar reações 
metabólicas relacionadas ao desenvolvimento de células 
tumorais. No câncer de cólon, um dos tipos mais preva- 
lentes e também mais letais, a vitamina D parece agir es- 
timulando a via de sinalização da e-caderina (proteína 
envolvida com as propriedades de adesão de células epi- 
teliais e cuja perda relaciona-se a um fenótipo celular in- 
vasivo e metastático) e inibindo a sinalização de betacate- 
nina (proteína que, ao sofrer mutação, acumula-se no 
citosol e então migra para o núcleo celular, contribuindo 
para a transcrição de genes relacionados a fenótipos on- 
cogênicos). No entanto, o VDR ligado a vitamina D mos- 
trou-se capaz de acelerar a translocação de betacatenina 
do núcleo celular para o citosol. Outros mecanismos pro- 
postos incluem ações adicionais na via de sinalização 
wnt/betacatenina, que, quando desregulada, associa-se 
ao surgimento de células tumorais. Assim, observou-se 
que o tratamento com 1,25(OH,)D, é capaz de induzir a 
proteína DICKKOPF-1 (DKK-1, Dickkopf-related protein 
1), antagonista da wnt, bem como de reduzir a expressão 
de DKK-4 (dickkopf wnt signaling pathway inhibitor 4), 
agonista da wnt, em células de câncer de cólon.“ 

Deve-se considerar, porém, que células de câncer de 
cólon em estágio avançado apresentam redução na 
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expressão do VDR por mecanismos ainda pouco conhe- 
cidos. Especula-se que o fator de transcrição SNAIL1 se 
ligue ao promotor do gene do VDR, reprimindo sua ati- 
vidade e, portanto, reduzindo os níveis de expressão de 
seu RNAm. Outro fator de transcrição, o ZEB1, possui a 
capacidade de regular negativamente a expressão da 
e-caderina e aumentar os níveis proteicos do VDR. Tal 
capacidade é, entretanto, dependente de correpressores 
(como o CtBP) e coativadores (como o p300).™ 

Células de melanoma e de outros tipos de câncer 
também expressam o VDR. Algumas linhagens de células 
em cultura, como SK-Mel5 e IGR, parecem ser resistentes 
aos efeitos antiproliferativos da 1,25(OH),D,; todavia, 
essa sensibilidade pode ser — pelo menos parcialmente — 
restaurada com tratamentos que regulem os niveis de ex- 
pressão do RNAm do VDR, por meio do controle da ação 
de microRNA e de fármacos que apresentam a capacida- 
de de modulação epigenética, como a tricostatina A 
(TSA) e a 5-azacitidina (5-Aza).°°° 

Os efeitos benéficos da vitamina D contra o câncer 
envolvem, em linhas gerais, a regulação da proliferação 
celular, da apoptose e da angiogênese. Em linhagens de 
células de tumores de cabeça, pescoço, cólon e próstata, a 
administração de 1,25(OH),D, e análogos induziu a ex- 
pressão de genes associados com a diferenciação celular, 
inibindo a proliferação celular tumoral. Além dos efeitos 
antiproliferativos, a 1,25(0H),D, consegue regular me- 
diadores fundamentais da apoptose, reprimindo a expres- 
são de proteínas antiapoptóticas (como BCL2 e BCL-XL) 
e induzindo a expressão de proteínas pró-apoptóticas 
(como BAX, BAK e BAD). É capaz, ainda, de inibir a me- 
tástase por meio de efeitos antiangiogênicos. Embora 
muitas dessas reações sejam dependentes da ligação com 
o VDR, diversos genes que são transcricionalmente in- 
fluenciados pela 1,25(OH),D, não contêm VDRE, o que 
sugere que sua ativação ou repressão transcricional não 
seja diretamente mediada pelo VDR.” 

Em relação aos polimorfismos do VDR, uma meta- 
nálise recente realizada com 77 estudos independentes 
associou o SNP Fokl com o risco para diversos tipos de 
câncer (principalmente ovariano e de pele) entre cauca- 
sianos, e identificou maior risco para o genótipo TT em 
relação ao CC. Estima-se que 4.221 casos de câncer de 
ovário e 52.858 casos de câncer de pele sejam relaciona- 
dos ao genótipo TT anualmente em âmbito mundial.” 
Em outra metanálise que analisou 126 estudos, obser- 
vou-se aumento do risco de câncer, sobretudo para os 
tipos colorretal e de pele, em caucasianos carreadores do 
alelo G em relação ao polimorfismo BsmI.” 

Entretanto, os resultados acerca da influência genô- 
mica da vitamina D e de polimorfismos do VDR sobre o 
risco para o desenvolvimento de diferentes tipos de cân- 


cer são ainda, em sua maioria, controversos e, em alguns 
casos, até mesmo contraditórios. Tais incompatibilidades 
podem ser possivelmente explicadas por fatores que in- 
teragem com o genótipo e que deveriam ser considera- 
dos nas investigações, como a inadequação das concen- 
trações plasmáticas de 25(OH)D. Além disso, devem ser 
considerados fatores como heterogeneidade racial, tama- 
nho amostral, diferentes estágios de desenvolvimento da 
doença e tratamentos concomitantes. Ainda assim, im- 
portantes resultados corroboram para a influência posi- 
tiva da vitamina D na redução do risco e no combate a 
essa doença. 

Uma metanálise realizada com estudos caso-controle 
e estudos de coorte observou que indivíduos com con- 
centrações séricas de 25(OH)D superiores a 33 ng/mL 
(equivalente a 82 nmol/L) apresentaram incidência de 
câncer colorretal 50% menor.“ Outro estudo que ava- 
liou uma coorte de 47.800 homens norte-americanos do 
Health Professionals Follow-Up Study estimou, a partir de 
um modelo que considerava fatores que impactam as 
concentrações de 25(OH)D (consumo e suplementação 
de vitamina D, pigmentação da pele, IMC e exposição so- 
lar) em 1.095 indivíduos da amostra, que um aumento de 
25 nmol/L nas concentrações séricas de 25(OH)D asso- 
ciou-se a uma redução de 17% na incidência total de cân- 
cer e a uma redução de 29% na mortalidade relacionada 
ao câncer, sendo esses valores ainda superiores quando 
relacionados somente a tumores no sistema digestório 
(respectivamente, 43 e 45%).º Assim, acredita-se que 
tratamentos que incluam 1,25(0H),D, ou seus análogos 
como coadjuvantes possam representar uma promissora 
forma de terapia contra o câncer. 


Osteoporose 


A vitamina D é relevante para o metabolismo do cál- 
cio e do fósforo e ajuda a manter concentrações adequa- 
das desses minerais no organismo para as funções meta- 
bólicas e a mineralização óssea. A 1,25(OH),D aumenta 
a eficiência da absorção intestinal de cálcio de 10 a 15% 
para 30 a 40%, por meio da interação com o heterodi- 
mero RXR-VDR. Dessa forma, promove a expressão das 
proteínas que compõem os canais de cálcio e das ligan- 
tes de cálcio (p. ex., calmodulina e calbindina). Estima-se 
que, em animais, a 1,25(0H),D, também aumente a ab- 
sorção intestinal de fósforo de 50 a 60% para aproxima- 
damente 80%.” 

A deficiência de vitamina D desempenha papel im- 
portante na saúde óssea humana, sendo uma das princi- 
pais causas de osteoporose, doença com forte componente 
genético. Deficiência grave de vitamina D [25(OH)D <10 
ng/mL] pode resultar em raquitismo em crianças e em 


osteomalácia em adultos.” Estudos avaliaram a influência 
de diferentes polimorfismos do gene do VDR, como o Fo- 
kI (C>T, rs2228570), BsmI (G>A, rs1544410), Apal (C>A, 
rs17879735) e Taql (T>C, rs731236), sobre a densidade 
mineral óssea (DMO) e o risco de fraturas. A relação da 
presença do polimorfismo FokI com desfechos ósseos é 
bastante conflitante, mas, na maioria das vezes, esse poli- 
morfismo associa-se com maior prevalência e incidência 
de fraturas e perda da DMO. Em mulheres caucasianas na 
pós-menopausa, tratadas com bisfosfonatos, o polimor- 
fismo Bsml tem sido associado com menor aumento da 
DMO. Por outro lado, os polimorfismos TaqI e Bsml re- 
lacionam-se com resistência ao tratamento com bisfosfo- 
natos em pacientes caucasianos com doença de Paget.” 

Estudo australiano realizado com gêmeos mono e di- 
zigóticos e na população geral demonstrou que o SNP 
Bsmil (rs 1544410) no VDR foi associado com a DMO. A 
presença do alelo G em homozigose está relacionada com 
valores mais elevados de DMO, enquanto o alelo A em 
homozigose é mais comum em mulheres com valores de 
DMO abaixo do limiar para risco de fraturas osteoporó- 
ticas.” Metanálises incorporando resultados apresenta- 
dos nos principais estudos com VDR também confirma- 
ram a contribuição do SNP BsmI na variação dos valores 
de DMO.?*” 

Com o objetivo de avaliar o papel a relevância de qua- 
tro SNP (Fokl, Bsml, Apal e TaqI - rs2228570, rs1544410, 
1817879735 e rs731236, respectivamente) do gene do VDR 
como determinantes genéticos da DMO em mulheres na 
pós-menopausa do noroeste da Índia, Singh et al.” veri- 
ficaram que a suscetibilidade do haplótipo AGT do gene 
do VDR influencia a DMO da coluna lombar e do colo 
do fêmur, conferindo risco considerável para osteopenia 
e osteoporose. 

Contudo, até o momento, os estudos apresentam re- 
sultados sugestivos e não conclusivos, pois enquanto al- 
guns mostram associação significativa dos polimorfismos 
do gene do VDR com a DMO,*?*º outros têm relatado 
resultados inversos.*!* Essas inconsistências em relação 
ao risco genético envolvido na osteoporose podem ser 
atribuídas à heterogeneidade genética, à diversidade racial 
e às interações genes-ambiente e genes-genes ainda não 
completamente elucidadas.” 

Fatores epigenéticos também estão envolvidos no de- 
senvolvimento da massa óssea. Estudos em humanos e 
em animais sugerem que a ingestão de nutrientes duran- 
te a gestação pode atuar no desenvolvimento de altera- 
ções epigenéticas em genes envolvidos com o metabolismo 
ósseo ainda em nível intrauterino. A expressão modifi- 
cada de genes que codificam proteínas formadoras dos 
canais de cálcio na placenta, por regulação epigenética, é 
um indicador de que a biodisponibilidade de vitamina D 
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materna pode influenciar a homeostase mineral óssea do 
neonato.*** 

Um estudo longitudinal, que acompanhou 198 
crianças britânicas até os 9 anos de idade, mostrou que 
aproximadamente 31% delas apresentavam insuficiência 
ou deficiência de vitamina D, assim como 18% de suas 
mães, no último trimestre de gestação. Quando as crian- 
ças foram avaliadas aos 9 anos de idade, houve associação 
significativa das concentrações de vitamina D com a re- 
dução da DMO de corpo total e da coluna lombar. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A insuficiência de vitamina D, condição encontra- 
da mundialmente em diferentes populações, está rela- 
cionada não apenas à regulação e à manutenção do me- 
tabolismo ósseo, mas também a condições clínicas e 
doenças crônicas, incluindo obesidade, diabete, DCV, 
osteoporose e diversos tipos de câncer. Em parte, isso 
ocorre porque a forma ativa da vitamina D, o calcitriol, 
modula direta ou indiretamente cerca de 3% dos genes 
que compõem o genoma humano, atuando na diferen- 
ciação, proliferação, apoptose celular e também na re- 
gulação dos sistemas imune, cardiovascular e muscu- 
loesquelético e do metabolismo da glicose. 

Os efeitos endócrinos da vitamina D são mediados, 
principalmente, pelo VDR, que é expresso em diversos 
tipos celulares, demonstrando a atuação da vitamina D 
para além do intestino, rins e ossos. Evidências recentes 
demonstram que o VDR está intimamente relacionado 
ao sistema imune (inato e adaptativo), à secreção de 
insulina pelas células beta pancreáticas, ao controle da 
pressão arterial e, ainda, a todo o sistema muscular. 

Além disso, GWAS permitiram identificar poli- 
morfismos em diferentes regiões do DNA que regulam 
a expressão de proteínas envolvidas no metabolismo da 
vitamina D. Contudo, observam-se controvérsias sobre 
a influência dos polimorfismos nas ações fisiológicas e 
preventivas, denotando a necessidade de investigações 
mais detalhadas sobre a interação entre a vitamina D 
com genes correlatos. 

Ainda, em função da importância de fatores am- 
bientais e de estilo de vida que interferem na síntese da 
vitamina D, mais estudos prospectivos da interação ge- 
nes-nutrientes em diferentes populações são necessários 
para avaliar os efeitos clínicos e metabólicos da adequa- 
ção das concentrações séricas da vitamina D na redução 
do risco e no tratamento de doenças crônicas. Assim, a 
busca por informações novas ou complementares acerca 
de três pilares que atuam na regulação da expressão de 
genes envolvidos de alguma forma com o metabolismo da 
vitamina D — meio ambiente, genética e epigenética — adi- 
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cionará perspectivas para a redução do risco e o trata- 
mento de doenças crônicas. 
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Diabete melito tipo 2 


INTRODUÇÃO 


Neste capítulo, serão abordados aspectos relativos à 
fisiopatogênese do diabete melito tipo 2 (DM2), com en- 
foque em aspectos de genômica nutricional. O DM2 é 
uma doença insidiosa e assintomática que apresenta altas 
taxas de comorbidades e mortalidade e grande prevalên- 
cia em todo o mundo.' O excesso de gordura corporal 
está associado ao aumento do risco de desenvolver resis- 
tência à ação da insulina (condição designada pré-diabe- 
tes) e DM2, em um fenômeno chamado “diabesidade”? O 
tecido adiposo, especialmente localizado na região visce- 
ral do corpo, libera biomoléculas como ácidos graxos li- 
vres (AGL), glicerol, hormônios, citocinas pró-inflamató- 
rias e outros fatores que estão envolvidos na indução da 
resistência à insulina. Dada a gravidade de complicações e 
o impacto desse tipo de tecido, o termo adiposopatia tem 
sido utilizado. Nesse cenário, quando a resistência à ação 
do hormônio insulina é associada à disfunção das células 
beta do pâncreas, ocorre decréscimo na sua secreção e, 
como resultado, descontrole do metabolismo, especial- 
mente de carboidratos, culminando em hiperglicemia. 

O conhecimento adquirido nas últimas décadas per- 
mite considerar que o prejuízo na ação da insulina pode 
ocorrer após a ingestão de dietas ricas em lipídios, com 
predominância de ácidos graxos saturados, os quais são 
capazes de ativar receptores de membrana denominados 
receptores do tipo Toll (TLR), tanto o TLR2 quanto o 
TLR4, e aumentar a expressão de proteínas pró-inflama- 
tórias. O TLR2 e o TLR4 são capazes de reconhecer o li- 
popolissacarídeo (LPS) presente na parede celular de 
bactérias Gram-negativas e induzir a ativação do sistema 
imune.’ Esses mesmos receptores, porém, ao reconhece- 
rem alguns tipos de ácidos graxos saturados, induzem 
um estado inflamatório crônico e de baixa intensidade 
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no qual não há processo infeccioso (pseudoinfecção), 
mas que, no entanto, culminará com prejuízos na trans- 
dução do sinal da insulina, conforme será detalhado 
neste capítulo. Não apenas tecidos periféricos são aco- 
metidos pelos danos de uma resistência à transdução 
dos sinais da insulina, mas o sistema nervoso central 
também sofre graves consequências. Atualmente, áreas 
como a amígdala, o fórnix, o striatum, o hipocampo e 
até mesmo o cerebelo são estudadas em relação aos da- 
nos que a inflamação pode causar ao impedir que a sina- 
lização da insulina ocorra; contudo, o hipotálamo é o 
grande alvo de estudo, em razão de seu papel preponde- 
rante como centro regulador da fome.* Como a insulina 
tem efeito anorexigênico, sua função prejudicada pelo 
estado inflamatório de baixa intensidade conduz à hi- 
perfagia e à concomitante redução do gasto energético, 
contribuindo significativamente para o desenvolvimen- 
to da obesidade. 

À luz desses resultados, o conhecimento em biologia 
molecular associado a outras áreas de estudo tenta nor- 
tear quais fatores seriam mais relevantes no processo da 
gênese do DM2. Este capítulo tem o propósito de des- 
tacar os avanços obtidos na tentativa de auxiliar profis- 
sionais das mais diversas áreas de saúde a conhecer a 
etiologia e a fisiopatologia da resistência à insulina e do 
DM2, com enfoque em mecanismos relacionados à ge- 
nômica nutricional. 


RESISTÊNCIA À INSULINA EM TECIDOS PERIFÉRICOS 
E CENTRAL 


Aspectos gerais 


A insulina é um hormônio anabólico com ações fun- 
damentais em tecidos e órgãos, promovendo a manuten- 
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ção da homeostase orgânica. Anormalidades na ação da 
insulina em estimular a captação de glicose no músculo 
esquelético e no tecido adiposo; em inibir a produção he- 
pática de glicose e a lipólise; e em controlar a ingestão 
alimentar, em geral, estão presentes em indivíduos com 
resistência à insulina e antecedem o desenvolvimento do 
DM2. Houve avanços quanto à compreensão da resistên- 
cia à insulina em tecidos específicos por meio do uso de 
modelos animais de experimentação e de tecnologias de 
biologia molecular e genética. Além disso, as pesquisas 
em seres humanos com utilização de biópsia de alguns 
tecidos têm contribuído para desvendar os mecanismos 
envolvidos na resistência à ação da insulina e no desen- 
volvimento do DM2. 

As evidências sobre músculo e fígado foram rapida- 
mente descritas, provavelmente em razão dos desdobra- 
mentos metabólicos que esses tecidos apresentavam pe- 
rante o metabolismo de nutrientes. Até então, o tecido 
adiposo era conhecido como simples tecido de armaze- 
namento de lipídios, ficando “à deriva” nas especulações 
mecanísticas acerca da obesidade e também do DM2. 
Inicialmente, acreditou-se que o tecido adiposo precisa- 
ria estar hipertrofiado e densamente rico em conteúdo 
lipídico para que a obesidade apresentasse repercussões 
em outros tecidos. Nesse momento, surgiram as hipóte- 
ses, posteriormente comprovadas, de que sua hipertrofia 
seria o fenômeno responsável pela atração de células do 
sistema imune, em particular macrófagos, que inicia- 
riam ou intensificariam o processo inflamatório local, 
ocasionando, mais tarde, uma resposta inflamatória sis- 
têmica.*” 


Músculo esquelético 


O músculo esquelético tem grande importância na 
homeostase glicêmica do organismo, uma vez que res- 
ponde por aproximadamente 80% da utilização da gli- 
cose no período pós-prandial. Na condição basal, é ne- 
cessária a presença de insulina para que ocorra captação 
muscular de glicose. Por isso, qualquer redução na capa- 
cidade da insulina em estimular a captação de glicose 
nesse tecido é relevante para o controle da glicemia cor- 
poral total. 

Experimentos com camundongos transgênicos auxi- 
liaram na elucidação do papel da insulina sobre a capta- 
ção de glicose no músculo esquelético, fornecendo infor- 
mações sobre quais vias alternativas poderiam compensar 
a inexistência da ação desse hormônio. Por exemplo, a 
inativação do receptor de insulina (IR, insulin receptor) 
no músculo esquelético originou um modelo animal 
com risco cardiometabólico, com aumento dos depósitos 
de gordura corporal e de triacilgliceróis circulantes. Esses 


animais, denominados Mirko (muscle-specific insulin re- 
ceptor knockout), não desenvolveram hiperinsulinemia e 
diabete, indicando que poderia haver rotas alternativas 
de captação de glicose no músculo ou desvio apropriado 
dessa hexose para o tecido adiposo.” Por outro lado, a 
deleção do gene do transportador de glicose do tipo 4 
(Glut4, glucose transporter type 4) no músculo esqueléti- 
co é capaz de dar origem ao diabete grave. Isso mostra 
que o GLUT4 é um componente fundamental para a cap- 
tação de glicose no músculo esquelético. 

Descobertas posteriores mostraram que duas dife- 
rentes vias têm efeito potencial na captação de glicose na 
ausência do receptor de insulina, sendo uma estimulada 
pela contração muscular com ativação da proteína qui- 
nase ativada por AMP (AMPK), e outra pela sinalização 
do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 
(IGF1, insulin-like growth fator 1), que podem compen- 
sar a ausência do IR.'°"' Em resposta à contração do 
músculo esquelético, ocorre a ativação da AMPK, intacta 
nos animais Mirko, a qual estimula a translocação do 
GLUTA para a membrana da célula. 

A importância da participação do IGF1 na entrada 
de glicose no músculo esquelético foi comprovada por 
meio de experimentos com deleção combinada dos genes 
do IR e do IGF, nos quais os camundongos manifestaram 
o fenótipo do DM2. Vale ressaltar que existe alta homolo- 
gia entre IGF1 e insulina, ou seja, há grande semelhança 
estrutural no que se refere às suas sequências de aminoá- 
cidos. Assim como os hormônios, seus receptores de 
membrana (IGF1R e IR) também são semelhantes, e isso 
permite que ambos os hormônios se liguem aos seus re- 
ceptores com alta afinidade e ao receptor do outro hor- 
mônio com menor afinidade. Portanto, na deficiência do 
IR, a ligação da insulina pode ocorrer por meio do recep- 
tor de IGF, permitindo, ao menos em parte, a sinalização 
e os efeitos biológicos desse hormônio. 

Nesse contexto e considerando aspectos de nutrige- 
nômica, vale ressaltar a importância da diferença entre as 
moléculas descritas. Em geral, o conhecimento sobre vias 
de sinalização celular baseia-se em proteínas considera- 
das “clássicas” de determinada via. Ressalta-se aqui o fato 
de que muitas proteínas apresentam mais de uma função, 
ou seja, dependendo da situação, elas podem adquirir ca- 
ráter coparticipativo em outras vias, o que ocorre com o 
IR e o receptor do IGF1 (IGFIR). A insulina, quando em 
concentração elevada, pode ativar o IGFIR, mesmo ele 
não sendo específico para a insulina. A consequência dis- 
so pode ser desastrosa. Caso uma célula tumoral expresse 
tal receptor, isso pode acelerar o crescimento do tumor 
por aumentar a sua capacidade de captação de glicose. Tal 
fato representa um alerta aos praticantes de atividade físi- 
ca que fazem uso recorrente da insulina sem necessidade 


(sem apresentar DM1), no intuito de obter hipertrofia 
muscular." 

As informações decorrentes de estudos experimen- 
tais permitiram compreender que, no músculo esqueléti- 
co, há caminhos alternativos para a translocação do 
GLUT4 à membrana plasmática para a captação de glico- 
se, compensando sua captação nos camundongos que 
não apresentavam o IR. No entanto, a captação de glicose 
em músculo esquelético de pacientes diabéticos se mostra 
reduzida em comparação aos seus controles saudáveis. 
Tal fato indica que o prejuízo na captação da glicose no 
músculo contribui para o prejuízo do controle da glice- 
mia nos pacientes diabéticos.” 

Pacientes obesos e diabéticos apresentam menor ação 
da insulina no músculo esquelético, com alterações obser- 
vadas na cascata de sinalização desse hormônio. Esses in- 
divíduos apresentam menor fosforilação em tirosina do 
substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) e redução da 
atividade da fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K) no mús- 
culo esquelético.' Isso explica, em parte, o prejuízo na en- 
trada de glicose estimulada por insulina no tecido muscu- 
lar. Essas alterações na via de sinalização da insulina estão 
relacionadas a condições metabólicas, como aumento das 
concentrações de AGL circulantes e da deposição intrace- 
lular de lipídios e indução de inflamação nos tecidos peri- 
féricos (p. ex., músculo esquelético) de indivíduos com 
DM2. O excesso de gordura corporal, em humanos e ani- 
mais, está associado à inflamação de baixa intensidade e à 
síntese de citocinas pró-inflamatórias pelos adipócitos, 
com infiltração de macrófagos que intensificam a altera- 
ção na capacidade de transdução do sinal da insulina, o 
que, consequentemente, reduz a captação de glicose. Além 
disso, ao menos em modelos animais de obesidade induzi- 
da por ração rica em lipídios, verifica-se diminuição da ex- 
pressão gênica e do conteúdo proteico da AMPK e do IGF1, 
sugerindo que vias alternativas para a captação de glicose 
também podem ser comprometidas pela obesidade.!> 16 

Ademais, já é conhecido que outras biomoléculas es- 
tão relacionadas à captação de glicose no músculo esquelé- 
tico. Em resposta à contração muscular, proteínas quinases 
dependentes de cálcio/calmodulina (CaMKK — cálcio-cal- 
modulina quinase) são ativadas, e esse mecanismo relacio- 
na-se à translocação de GLUT4 para a membrana celular 
com consecutiva captação de glicose.” O aumento da ex- 
pressão gênica da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 
e da produção de óxido nítrico (NO, nitric oxide) está asso- 
ciado também ao aumento na captação da glicose.'* 

Outras vias alternativas foram descobertas ao longo 
dos anos. A Cbl (proto-oncogene) e a CAP (proteína as- 
sociada à Cbl), por exemplo, parecem ser não dependen- 
tes da ativação de PI3K. Após a ligação da insulina ao seu 
receptor, ocorre uma cascata de sinalização intracelular e, 
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por meio dessas proteínas, há aumento da translocação 
de GLUTA e posterior captação de glicose. Embora a via 
CAP-Cbl] não se mostre tão relevante no músculo esque- 
lético, no tecido adiposo ela parece exercer papel crucial 
na captação de glicose. Essas descobertas mostram que o 
sistema de captação de glicose é complexo e envolve inú- 
meras moléculas." 


Tecido adiposo 


No tecido adiposo, a ineficácia da ação da insulina 
promove o aumento da lipólise, resultando em concen- 
tração elevada de AGL e de triacilgliceróis circulantes. 
Similarmente, em indivíduos obesos resistentes à insuli- 
na ou com DM?, a ausência do efeito supressivo da insu- 
lina sobre a lipólise provoca aumento na circulação de 
AGL. Para determinação dos efeitos da via de sinalização 
da insulina no tecido adiposo sobre o metabolismo de 
lipídios e de carboidratos, foi gerado outro modelo de ca- 
mundongo transgênico knockout que não expressa o IR 
em tecido adiposo branco e marrom e apresenta redução 
acentuada de massa adiposa gonadal e conteúdo de tria- 
cilgliceróis no corpo. Além disso, o camundongo com 
deleção do IR apenas nos adipócitos, denominado de 
Firko (fat-specific insulin receptor knockout), é resistente 
ao ganho de peso relacionado à idade ou às alterações 
hipotalâmicas que induzem hiperfagia. Além disso, quan- 
do esses animais são expostos a uma ração rica em lipí- 
dios, não apresentam intolerância à glicose. Portanto, 
embora a ação específica da insulina sobre adipócitos se- 
ja necessária para o armazenamento de triacilgliceróis 
(lipogênese), esse hormônio pode não ser fundamental 
para o metabolismo da glicose.” 

Ao contrário, quando foi realizada a deleção do gene 
que codifica o GLUT4 especificamente no tecido adipo- 
so, os animais apresentaram resistência à insulina tanto 
no músculo esquelético como no fígado, bem como into- 
lerância à glicose. Em contrapartida, não foram identifi- 
cadas concentrações elevadas de ácidos graxos circulan- 
tes no período de jejum, mostrando que a insulina 
suprimiu adequadamente a lipólise.” 

Esses resultados são indicativos de que a resistência 
à insulina observada nos camundongos está atrelada à 
hiperinsulinemia crônica ou à secreção aumentada de 
fatores derivados do tecido adiposo, demonstrando que a 
captação aumentada de glicose e a hipertrofia do tecido 
adiposo podem ter efeito protetor contra os efeitos do 
excesso de AGL circulantes. Essa consideração tem su- 
porte em experimentos em animais com superexpressão 
de GLUT4 no tecido adiposo, que apresentam melhora 
da sensibilidade à insulina no organismo como um to- 
do.” Entretanto, na obesidade, a manutenção do processo 
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inflamatório induz resistência à insulina no tecido adi- 
poso com prejuízo na captação de glicose enalipogênese.” 


Tecido hepático 


O papel da insulina em regular diretamente a produ- 
ção hepática de glicose tem sido intensamente investiga- 
do, uma vez que ela tem papel supressivo na gliconeogê- 
nese hepática. O efeito da insulina em inibir a proteólise 
no músculo esquelético e a lipólise no tecido adiposo re- 
duz a oferta de aminoácidos e glicerol para o fígado, dimi- 
nuindo, portanto, a gliconeogênese.” 

As manifestações metabólicas decorrentes da ação 
da insulina no tecido hepático também foram elucida- 
das por meio do uso de animais geneticamente modifi- 
cados. A criação do modelo geneticamente modificado 
de camundongos knockout para o IR no fígado, denomi- 
nado Lirko (liver-specific insulin receptor knockout), efe- 
tivamente mostrou que a ausência do receptor causa 
grave resistência à insulina, intolerância à glicose e inca- 
pacidade da insulina em suprimir a produção hepática 
de glicose.” Ensaios experimentais adicionais realizados 
nas últimas décadas demonstram que a presença da in- 
sulina é fundamental para a expressão de genes que co- 
dificam enzimas envolvidas com a gliconeogênese, como 
a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e a glico- 
se-6-fosfatase (G6Pase). Prejuízos na propagação do si- 
nal da insulina no fígado na obesidade são capazes de 
aumentar a produção hepática de glicose e, subsequen- 
temente, causar alteração inicial na glicemia pós-pran- 
dial e, tardiamente, na glicemia de jejum.” O silencia- 
mento do IR especificamente no tecido adiposo e no 
músculo esquelético de camundongos, com sinalização 
normal no fígado, reforçou a importância do tecido he- 
pático na homeostase glicêmica. Já que os camundongos 
com a sinalização da insulina preservada no fígado não 
desenvolveram diabete, mas apresentaram apenas com- 
prometimento na tolerância à glicose, é reconhecido que 
o prejuízo na ação da insulina no fígado seja um compo- 
nente importante para o desenvolvimento do DM2.*”° 

Na condição de obesidade, a sinalização mediada pe- 
la insulina está comprometida e, portanto, ocorre menor 
ativação da proteína quinase B (Akt) e fosforilação do 
fator de transcrição Box 1 (Foxol), que permanece no 
núcleo. Tal fator é o principal responsável pela transcri- 
ção de genes que codificam enzimas gliconeogênicas e, 
estando ele constantemente no núcleo, a gliconeogênese 
é mantida. Quando o sinal da Akt fosforilada (p-Akt), ou 
seja, sua forma ativa, chega ao núcleo, ocorre a transloca- 
ção da Foxol para o citoplasma, interrompendo a glico- 
neogênese. Além disso, observa-se que, na condição de 
excesso de gordura corporal — portanto, sob estado de 


inflamação crônica e de baixa intensidade —, a Foxol per- 
manece no núcleo e interage com o coativador designado 
proteína coativadora 1-alfa do receptor ativado por pro- 
liferação de peroxissomos gama (PGC1-alfa) e com o fa- 
tor nuclear de hepatócito 4-alfa (HNF4-alfa), tornando a 
gliconeogênese ainda mais intensa.” Portanto, a deficiên- 
cia na ação da insulina no fígado contribui para a altera- 
ção na concentração de glicose circulante.**º 


Tecido cerebral 


Estudos que retratam alterações no sistema nervoso 
central (SNC) são relativamente recentes; contudo, o cé- 
rebro é um dos primeiros tecidos a ser afetado pelo exces- 
so de lipídios circulantes e pelo processo inflamatório 
crônico de baixa intensidade e sistêmico.*” 

A condição na qual o tecido adiposo permaneceu co- 
mo órgão central responsável pelos desajustes da obesi- 
dade e, consecutivamente, do DM2 e demais comorbida- 
des perdurou por anos, até que, em 2005, um importante 
trabalho demonstrou que o hipotálamo também poderia 
ser alvo do processo inflamatório e que a resistência à in- 
sulina nesse órgão poderia ser o fator desencadeador do 
descontrole da fome e da termogénese.*! Na sequência, 
demonstrou-se que o hipotálamo é, na verdade, o pri- 
meiro tecido a reconhecer o excedente de gordura e a so- 
frer com a inflamação local.** Outro importante trabalho 
demonstrou que o processo inflamatório pode ocorrer 
com apenas um dia de ingestão de uma dieta rica em áci- 
dos graxos saturados.” Quase ao mesmo tempo, em am- 
biente experimental, demonstrou-se que ácidos graxos 
saturados infundidos diretamente no hipotálamo apre- 
sentavam capacidade de modular a produção hepática de 
glicose, aumentando a concentração de glicose circulan- 
te. Portanto, atualmente, acredita-se que o hipotálamo 
seja o primeiro tecido a ser afetado e emane seus sinais à 
periferia. Com a consequente alteração central no con- 
trole da fome e na termogênese, o indivíduo se alimenta 
mais e gasta menos, armazenando mais energia. Na se- 
quência, fígado e músculo são prejudicados praticamente 
ao mesmo tempo. O tecido adiposo é um dos últimos a 
sofrer o dano da resistência à insulina, sendo o responsá- 
vel pela captação de glicose excedente, tanto da ingestão 
de nutrientes elevada, do sobressalente não captado no 
músculo (pois esse tecido está resistente à insulina) e do 
excedente da produção hepática de glicose. Portanto, 
quando surge a resistência à ação da insulina no tecido 
adiposo, o dano ao restante do organismo certamente já 
se encontra em estágio avançado.” 

O cérebro ocupa lugar de destaque no desenvolvi- 
mento da obesidade e do DM2, tendo a insulina papel re- 
levante sobre o hipotálamo, um centro controlador da 


fome e da termogênese. A importância da sinalização da 
insulina no hipotálamo foi investigada em camundongos 
knockout para o IR em neurônios, modelo denominado 
Nirko (neuron-specific insulin receptor knockout). Esses ca- 
mundongos apresentam aumento da ingestão alimentar e 
obesidade.” Além disso, parece existir importante cone- 
xão entre o SNC e o fígado, como descrito anteriormente. 

A inibição seletiva da ação da insulina por meio de 
injeções intracerebroventriculares de oligonucleotídeos 
bloqueadores do IR diminui dramaticamente a ação exó- 
gena da insulina de suprimir a produção hepática de gli- 
cose, demostrando papel relevante do sinal da insulina 
hipotalâmica no controle do metabolismo da glicose he- 
pática. Desse modo, a resistência à insulina no hipotála- 
mo está atrelada à hiperfagia, favorecendo o equilíbrio 
energético positivo e distúrbios no metabolismo da gli- 
cose. Em conjunto, esses dados permitem compreender 
que a sinalização prejudicada da insulina em diversas cé- 
lulas influencia o desenvolvimento de obesidade e DM2. 


OBESIDADE COMO FATOR DE RISCO PARA 
O DIABETE MELITO TIPO 2 


O excesso de gordura corporal na obesidade está 
relacionado a alterações inflamatórias. A relação entre 
obesidade e diabete pode ser observada por meio das 
concentrações plasmáticas elevadas de citocinas pró-in- 
flamatórias, como interleucinas 1 beta (IL-lbeta) e 6 
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e interfe- 
ron gama (IFN-gama), tanto em adipócitos de seres hu- 
manos quanto de animais. Resultados recentes demostra- 
ram que a obesidade é caracterizada pelo acúmulo de 
macrófagos e células adiposas que compartilham a ex- 
pressão de múltiplos genes, que fornece outra dimensão 
para o entendimento do desenvolvimento da inflamação 
relacionada à obesidade. A presença de macrófagos no te- 
cido adiposo auxilia na síntese de mediadores inflamató- 
rios com atividade isolada ou em conjunto com os adipó- 
citos.* Portanto, essas células do sistema imune teriam 
participação fundamental no desenvolvimento da resis- 
tência à insulina, conforme será discutido neste capítulo. 

Demonstrou-se, por técnicas de imagem, que o tecido 
adiposo hipertrofiado apresenta aumento na infiltração 
de macrófagos. Com o início da obesidade, a secreção su- 
prafisiológica de TNF-alfa pelo tecido adiposo estimula 
os pré-adipócitos a produzir a proteína quimiotática de 
monócitos 1 (MCP-1), uma quimiocina específica para 
monócitos e macrófagos. Caso haja quantidade suficiente 
de macrófagos ativados no tecido adiposo na obesidade, 
eles podem participar tanto do recrutamento de mais ma- 
crófagos quanto da produção de citocinas pró-inflamató- 
rias, resultando na resistência à insulina.” 
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A obesidade e, principalmente, a distribuição do teci- 
do adiposo no corpo apresentam estreita relação com o 
desenvolvimento da resistência à insulina. Os depósitos de 
gordura visceral (intra-abdominal, mesentéricos e omen- 
tais) estão mais fortemente relacionados à resistência à in- 
sulina, ao DM2 e às doenças cardiovasculares quando 
comparados à gordura presente na periferia (glúteos e te- 
cido subcutâneo). Embora não exista consenso de que a 
gordura localizada na região central seja definitivamente 
mais prejudicial à saúde metabólica e à sensibilidade à in- 
sulina, características dos adipócitos abdominais sugerem 
que eles desempenham papel importante na alteração da 
via de sinalização da insulina.” > 

A massa adiposa visceral comparada à gordura sub- 
cutânea é mais sensível aos efeitos lipolíticos das catecola- 
minas e menos sensível ao efeito antilipolítico da insulina. 
O aumento do fluxo de ácidos graxos provenientes das 
células adiposas intra-abdominais no sistema porta-he- 
pático pode inibir a liberação de insulina por mecanismos 
não totalmente conhecidos. Além disso, concentrações 
mais elevadas de AGL circulantes e no meio intracelular 
são capazes de exercer efeitos sistêmicos sobre a sensibili- 
dade à insulina, referidos como lipotoxicidade. O papel 
dos lipídios nas disfunções metabólicas tem sido extensa- 
mente considerado; entretanto, o potencial destas no pro- 
cesso inflamatório da obesidade é um conceito recente.” 
Em razão de seu papel relevante no desenvolvimento de 
resistência à insulina e doenças associadas, a denomina- 
ção adiposopatia visceral (gordura doente) tem sido utili- 
zada.“ Sua definição gira em torno do conceito de um 
tecido funcional e anatomicamente patológico, capaz de 
causar distúrbios no equilíbrio energético e no metabolis- 
mo, resultando em danos graves à saúde. 

Concentrações elevadas de AGL circulantes estão as- 
sociadas a menor fosforilação em sítios específicos e me- 
nor ativação de proteínas-chave da via da insulina (TRSs/ 
PI3q). Evidências científicas apontam relação direta entre 
AGL e resistência à insulina, que pode ser decorrente do 
acúmulo de triacilgliceróis e de metabólitos derivados de 
ácidos graxos (diacilglicerol, acetil-CoA e ceramidas) no 
músculo e no fígado. O aumento desses metabólitos pro- 
venientes da oxidação de ácidos graxos no músculo é ca- 
paz de provocar a ativação da proteína quinase C (PKC) 
e/ou da quinase do inibidor do kappa beta (IKK-beta) e 
da quinase amino-terminal c-Jun (JNK), bem como cau- 
sar fosforilação em serina do IR e de seus substratos (IRS), 
sendo estes importantes mecanismos que explicam a rela- 
ção entre o acúmulo de gordura tecidual e a resistência à 
insulina. Além disso, evidências verificadas nos últimos 
anos mostram que fatores circulantes produzidos pelos 
adipócitos são grandes indutores de resistência à insulina 
e DM2.*°"! 
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A concentração elevada de AGL na circulação tam- 
bém prejudica os efeitos supressivos da insulina na pro- 
dução hepática de glicose. Os AGL aumentam a expressão 
de enzimas gliconeogênicas (p. ex., a glicose-6 fosfatase), 
aumentando a produção de glicose nos hepatécitos.* *º 
Assim, os prejuízos provenientes do excesso de AGL circu- 
lantes no tecido muscular e hepático, causando captação 
diminuída de glicose e produção aumentada de glicose, 
respectivamente, aumentam os riscos de desenvolvimen- 
to de DM2. 


BASES MOLECULARES DO DESENVOLVIMENTO 
DA RESISTÊNCIA À INSULINA 


O papel endócrino do tecido adiposo no contexto 
da resistência à insulina 


O tecido adiposo é capaz de secretar diversas adipo- 
cinas com efeito sistêmico e sobre a sinalização da insuli- 
na. Na condição de obesidade, a secreção e a ação das 
adipocinas, de caráter pró-inflamatório e de efeito nega- 
tivo sobre a sinalização da insulina, superam a secreção 
de adipocinas anti-inflamatórias e de efeito positivo ao 
sinal hormonal. A descoberta de que o tecido adiposo 
exerce influência sobre o processo de sinalização da insu- 
lina ocorreu por meio da identificação da produção do 
TNF-alfa por adipócitos.* 

O TNF-alfa é uma das adipocinas com potente perfil 
inflamatório, produzido por vários tipos de células, mas, 
principalmente, pelos macrófagos e linfócitos (células do 
sistema imune). O TNF-alfa, também produzido pelos 
adipócitos, tem papel crucial na fisiopatologia da resis- 
tência à insulina por induzir a fosforilação do IRS-1 em 
resíduos de serina, na posição 307 do substrato. Quando 
o IRS-1 é fosforilado nessa posição, ocorre redução de 
sua interação com o próprio IR, na subunidade beta, e 
consequentemente a interrupção da transdução do sinal 
da insulina. De modo consistente com esses resultados, 
camundongos mutantes que não expressam o gene codi- 
ficante do TNF-alfa ou os genes dos receptores de TNF-al- 
fa parecem estar protegidos da resistência à insulina, mes- 
mo submetidos ao consumo intenso de ácidos graxos 
saturados pela ração.” 


Proteínas com atividade de serinas-quinases 


O processo inflamatório induzido por obesidade 
provoca a ativação de proteínas intermediárias à via de 
sinalização do TNF-alfa, como as quinases IKK-beta e 
JNK, identificadas como capazes de fosforilar o IRS-1 
em serina 307. Além do efeito direto sobre o IRS-1, a 
proteína IKK-beta promove a dissociação do complexo 


IkB-alfa/NF-kB no citoplasma. Com isso, o fator de 
transcrição NF-kB migra até o núcleo da célula e ativa 
a transcrição de genes que codificam, por exemplo, 
IL-Ibeta, IL-6, MCP1, óxido nítrico sintase induzivel 
(iNOS) e o próprio TNF-alfa, proteínas que sabidamen- 
te exercem efeitos negativos sobre a via de sinalização da 
insulina.“ 

A interrupção ou a inibição farmacológica da IKK-be- 
ta em roedores por meio do ácido acetilsalicílico (AAS) 
foi capaz de reverter a resistência à insulina induzida por 
obesidade, o que permitiu a identificação dessa proteína 
como um contribuinte para resistência à insulina e um 
potencial alvo terapêutico. No entanto, as doses com efei- 
to potencial em inibir a atividade de tal proteína são pra- 
ticamente inalcançáveis, sendo ainda desaconselhável seu 
uso em função das complicações gastrointestinais, como 
ulceração tecidual.” 

Outro intermediário de ação relevante na inibição da 
transdução do sinal da insulina é a JNK, ativada por di- 
versos estímulos, incluindo citocinas, estresse e determi- 
nados tipos de ácidos graxos saturados. A atividade seri- 
na quinase da JNK é capaz também de fosforilar IRS-1 e 
IRS-2 na serina da posição 307, comprometendo a fosfo- 
rilação da tirosina e instalando a resistência à insulina." 

Camundongos knockout para a JNK exibem menor 
adiposidade, melhora na sensibilidade à insulina e au- 
mento da capacidade de sinalização do IR, mesmo quan- 
do ração rica em lipídios é oferecida aos animais. Essas 
observações sugerem que a via da JNK é também um im- 
portante mecanismo relacionado à resistência à insulina 
na obesidade.“ 

A secreção de IL-6 e suas concentrações circulantes 
estão atreladas com a resistência à insulina na obesidade. 
Os efeitos da IL-6 ocorrem por meio da indução da proteí- 
na supressora da sinalização de citocinas (SOCS3). As pro- 
teínas SOCS3 são capazes de associar-se fisicamente com 
proteínas fosforiladas em tirosina, como o IR. Além disso, 
a SOCS3 reduz a fosforilação em tirosina de IRS-1, de- 
monstrando que essa ligação inibe o acoplamento IRS-1 e 
IR e a subsequente associação IRS-1/PI3K. Dessa forma, 
sugere-se que as proteínas SOCS3 sejam potentes inibido- 
res da sinalização da insulina.” 

O equilíbrio entre a fosforilação e a desfosforilação de 
proteínas é a base para o controle fisiológico de diversos 
eventos biológicos disparados por efetores extracelulares, 
como hormônios, citocinas, neurotransmissores e subs- 
tâncias ou metabólicos tóxicos. Nesse contexto, a fosforila- 
ção e desfosforilação de resíduos de treonina, serina e tiro- 
sina em proteínas são eventos essenciais na regulação de 
divisão, diferenciação e desenvolvimento celular, na regu- 
lação do metabolismo, na expressão gênica e na contração, 
no transporte e na locomoção celular. As atividades de 


proteínas quinases e fosfatases são finamente reguladas in 
vivo de maneira que modificações na atividade dessas en- 
zimas proporcionam consequências danosas ao organis- 
mo, incluindo distúrbios como DM2." 


Proteínas fosfatases 


Proteínas tirosinas fosfatases (PTP) são importantes 
reguladoras de eventos de sinalização celular dependente 
de fosforilação em tirosina e podem representar novos al- 
vos terapêuticos para o tratamento de várias doenças em 
humanos. A proteína tirosina fosfatase 1B (PTP1B) é a 
principal PTP implicada na regulação da ação da insulina 
e da leptina. Ela é expressa em diferentes tecidos sensíveis à 
insulina, e diferentes estudos em cultura de células e em 
roedores indicam que essa enzima se associa ao IR e aos 
substratos 1 e 2 do receptor de insulina promovendo des- 
fosforilação dessas proteínas, com o intuito de atenuar o 
sinal da insulina. Esses sinais inibitórios da PTPIB sobre a 
sinalização da insulina resultam em prejuízos nos diferen- 
tes efeitos biológicos desse hormônio de maneira tecido es- 
pecífica, como abordado anteriormente neste capítulo.** ” 


Proteínas ancoradouras 


Mais recentemente, outras biomoléculas foram des- 
critas como capazes de atenuar o sinal da insulina. Por 
exemplo, a proteína Tribbles homolog 3 (TRB3), descober- 
ta em drosófilas, mas com homologia em mamíferos, 
apresenta efeito supressor sobre a atividade da Akt, predo- 
minantemente em condições de jejum e de DM2. Ela 
exerce efeitos na regulação da sinalização da insulina, uma 
vez que se liga diretamente à proteína Ser/Thr quinase Akt 
(Thr308 e Ser473), regiões críticas para a ativação da Akt. 
A proteína TRB3 se ancora à Akt, impedindo sua fosfo- 
rilação e ativação e, desse modo, bloqueia consecutiva- 
mente as atividades estimuladas pela insulina. Existem 
evidências de que o aumento de TRB3 na obesidade esteja 
associado com prejuízos na sinalização da insulina em 
músculo esquelético e fígado de roedores. Portanto, a 
TRB3 surge como alvo importante de estudos para inter- 
venções alimentares e medicamentosas, por desempenhar 
papel de destaque na regulação do sinal da insulina por 
meio da inibição da fosforilação da quinase Akt.°°*! 


Estresse de retículo endoplasmático 


O estresse de retículo endoplasmático constitui-se 
em outro mecanismo bastante estudado atualmente na 
gênese da resistência à insulina. O retículo endoplasmáti- 
co tem função central na biossíntese de lipídios e de pro- 
teínas. No lúmen do retículo, as proteínas assumem sua 
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conformação tridimensional final. Na condição de es- 
tresse metabólico, como no estado de obesidade, a ho- 
meostase funcional do retículo é rompida, promovendo 
o acúmulo de proteínas malformadas no seu lumen. Nes- 
sa situação, células em estresse de retículo endoplasmáti- 
co ativam um complexo sistema de sinalização conheci- 
do como resposta a proteínas mal enoveladas (UPR, 
unfolded protein response). Este seria um mecanismo mo- 
lecular relevante com repercussão negativa na via de si- 
nalização da insulina.” 

A UPR atua sobre proteínas malformadas ou mal do- 
bradas, produzidas após intenso processo de transcrição 
gênica ao qual a célula é submetida quando em estágio 
inflamatório ou de alto estresse metabólico. Muito se dis- 
cute sobre o momento de surgimento desse fenômeno, se 
seria predecessor ou sucessor à inflamação. O que há co- 
mo evidência provável é que, após o início da inflamação, 
uma série de novos transcritos primários (RNAm) sejam 
produzidos a fim de dar origem a proteínas inflamató- 
rias. A maquinaria celular começa a funcionar de forma 
sobrecarregada e pode entrar em colapso, por não conse- 
guir produzir todo o excedente proteico requerido. A cé- 
lula, prejudicada por esse excesso, produz proteínas com 
erros, chamadas de malformadas.*> * 

O retículo endoplasmático é uma organela que pos- 
sui sensores capazes de detectar tais ocorrências e, com 
isso, inicia-se o processo de estresse do retículo endoplas- 
mático. Em geral, a resposta para isso costuma ser a redu- 
ção do processo transcricional, para recuperação dos ní- 
veis adequados de tradução e síntese proteica. Portanto, a 
inflamação está associada ao estresse do retículo endo- 
plasmático e à produção de proteínas malformadas, tam- 
bém muito evidentes no processo obesogênico e diabeto- 
gênico. Nota-se aqui que esse processo é reversível e tem 
o intuito de reconduzir a célula para o estado de norma- 
lidade. Caso essa estratégia evolutiva falhe, mecanismos 
de morte celular são ativados. As principais proteínas já 
caracterizadas e responsivas ao estresse do retículo endo- 
plasmático são IRE-1 (inositol-requiring enzyme-1), PERK 
(PKR-like endoplasmatic-reticulum kinase) e ATF-6 (acti- 
vating transcription fator 6). 

Componentes da UPR desencadeiam ativação da JNK 
e do complexo IkB/NF-kB, exacerbando os efeitos infla- 
matórios da dieta hiperlipídica. Assim, os sinais inflamató- 
rios podem potencializar a retroalimentação no desenvol- 
vimento do estresse do retículo endoplasmático, embora 
essa questão ainda não esteja totalmente elucidada. A ati- 
vação da JNK pela IRE-1 envolve o TRAF2 (TNF-recep- 
tor-associated fator 2). O complexo IKK/NF-kB pode ser 
ativado tanto por IRE-1, que interage com a IKK por meio 
do TRAF2, quanto pela ativação da PERK, que leva à de- 
gradação do IkB, facilitando a atividade do NF-kB. ° 
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De maneira importante, inibidores do estresse do re- 
tículo endoplasmático restauram a sensibilidade à leptina 
em camundongos submetidos à ração hiperlipídica e 
atuam na diminuição da ingestão alimentar e do peso cor- 
poral em animais obesos.» De maneira convergente, a 
indução do estresse do retículo endoplasmático por meio 
do antibiótico tunicamicina ou de tapsargina resulta em 
obesidade, hiperfagia e redução de taxa metabólica basal.” 


Nitrosação 


O fenômeno da S-nitrosação é um mecanismo de re- 
sistência à insulina. Na condição de obesidade, há au- 
mento na expressão da enzima iNOS induzido pela ativa- 
ção do fator de transcrição NF-kB. A iNOS produz NO a 
partir da conversão de L-arginina em L-citrulina, e é um 
importante componente do sistema imune inato, tendo 
sua expressão tecidual aumentada tanto após estímulo 
com certas interleucinas quanto após infusão de LPS.* 

Os efeitos negativos da iNOS sobre a via de sinaliza- 
ção da insulina começaram a ser compreendidos no final 
da década de 1990, quando pesquisadores observaram 
que tanto o NO liberado por drogas doadoras de NO 
quanto aquele produzido pela iNOS acarretavam redu- 
ção da captação de glicose em células musculares, in vitro 
e in vivo. Alguns anos depois, demonstrou-se que ca- 
mundongos geneticamente modificados que não expres- 
sam iNOS, apesar de apresentarem aumento da massa 
corporal quando submetidos ao tratamento com ração 
hiperlipídica, não desenvolvem resistência à insulina.” 

Em músculo esquelético, o aumento da iNOS é ca- 
paz de induzir resistência à insulina.” Testes revelam que, 
quando as concentrações de TNF-alfa são experimental- 
mente elevadas, ocorre aumento consecutivo da expressão 
da iNOS, acompanhado de menor captação de glicose. 
Ao contrário, drogas que bloqueiam a iNOS, como a 
aminoguanina ou L-NIL (N6-(1-iminoethyl)-L-lysine, 
dihydrochloride), revertem tais aspectos.” 

Coletivamente, essas evidências indicam que o NO 
tem papel crucial no desenvolvimento da resistência à in- 
sulina mediada pela iNOS. Além disso, enquanto algu- 
mas moléculas agem especificamente sobre apenas um 
componente da via de sinalização da insulina, a iNOS 
induzida no estado de obesidade é capaz de liberar NO, 
que se liga a IR, IRS1, IRS2 e Akt (proteínas essenciais da 
via de sinalização da insulina), prejudicando a transdu- 
ção do sinal hormonal, sendo, portanto, um importante 
mecanismo de resistência à insulina. 

É importante documentar que todos os mecanismos 
apresentados têm seu grau de importância, e que a insulina 
regula finamente sua sinalização por meio de várias alças 
de estímulo e resposta (feedback negativo). Vários circui- 


tos de controle são necessários para manter a ordem ade- 
quada nas múltiplas vias de sinalização ativadas pelo hor- 
mônio e, portanto, para permitir uma resposta celular 
final coordenada.>“ 

Se o sinal da insulina fosse continuamente ativado, 
possivelmente haveria constantes episódios de hipoglice- 
mia. Desse modo, a participação das diferentes proteínas 
em estimular ou inibir o sinal da insulina é de fundamen- 
tal importância para a homeostase do organismo. O 
grande problema é que, quando há indução contínua de 
uma delas, como acontece na inflamação relacionada à 
obesidade, o sinal da insulina permanece invariavelmente 
inibido, e os efeitos são a resistência à insulina, a hiperin- 
sulinemia e a hiperglicemia.> 

Nesse sentido, parece claro que diversos fatores atuan- 
do conjuntamente ou de forma independente podem re- 
gular negativamente a ação da insulina, agindo tanto em 
seu receptor quanto em moléculas pós-receptor. Além 
disso, deve-se considerar que a obesidade corresponde a 
uma condição inflamatória de baixa intensidade que pro- 
move a produção de fatores pró-inflamatórios envolvidos 
na origem e permanência da resistência à insulina. A Figu- 
ra 22.1 ilustra o resumo da maioria das vias de interferên- 
cia na sinalização da insulina abordadas neste capítulo. 


INTEGRAÇÃO IMUNOMETABÓLICA: A HIPÓTESE 
DO TLR4 


Os sistemas imune e metabólico são classificados en- 
tre os mais imprescindíveis para a sobrevivência dos 
mamíferos. Esses dois sistemas se inter-relacionam e apre- 
sentam muitas semelhanças. Os macrófagos podem captar 
e armazenar moléculas de lipídios acumuladas nos vasos 
sanguíneos, tornando-se células espumosas envolvidas no 
processo aterosclerótico, enquanto os pré-adipócitos exi- 
bem atividade fagocítica e antimicrobiana e até mesmo 
capacidade de diferenciação em macrófagos. Além disso, a 
mobilização de energia para combater o agente agressor, 
por exemplo, é integrante da resposta imunológica nor- 
mal. Ademais, clinicamente reconhece-se que estados de 
subnutrição ou má alimentação apresentam efeito su- 
pressor sobre o sistema imune.*!*2 

Além da paridade funcional, numerosos genes que 
codificam fatores de transcrição, citocinas, moléculas de 
sinalização inflamatória e transportadores de ácidos gra- 
xos essenciais para biologia do adipócito são também 
expressos e funcionais em macrófagos. Por exemplo, nos 
macrófagos, ocorre expressão de inúmeros genes carac- 
terísticos do tecido adiposo, como o da proteína trans- 
portadora de AGL (FATP) e os dos receptores ativados 
por proliferador de peroxissomos (PPAR). Em contra- 
partida, nos adipócitos também são expressos genes 
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Figura 22.1 Pontos de interferência na via da insulina. (A e B) Proteínas inflamatórias, como a quinase c-Jun N-terminal (JNK) e as citocinas, fator 
de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 1-beta (IL-1beta) e IL-6, interferem pontualmente na transdução do sinal da insulina, por forçar a 
fosforilação do substrato do receptor da insulina (IRS-1) em serina, na posição 307. Ainda, a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) é capaz 
de induzir o processo de nitrosação do receptor de insulina (IR) e de seus substratos, IRS-1/2. (C) O estresse de retículo endoplasmático também 
interfere indiretamente na sinalização da insulina, por ativar a proteína JNK. (D) A proteína fosfatase 1B (PTP1B) se encontra intensamente ativada 
no DM2, desativando a via da insulina. (E) A proteína MAP quinase fosfatase 3 (MKP-3) é capaz de interferir fisicamente na proteína quinase B 
(Akt), impedindo-a de ser fosforilada e ativada, truncando o sinal AP-1: proteína 1 ativadora; DD: dominio de morte (death domain); GLUT 4: trans- 
portador de glicose 4; IkB-alfa: inibidor do kappa B alfa; IKK: quinase do inibidor de kappa B; LPS: lipopolissacarídeo; MyD88: fator de resposta à 
diferenciação mieloide 88; NF-kB: fator nuclear kappa B; P: símbolo de reações que envolvem fosforilação; SAT: ácidos graxos saturados; PI3K: 
fosfatidil inositol 3 quinase; TAK: proteína quinase ativada por TGF-beta; TLR: receptores do tipo Toll, TNF-R: receptor do TNF-alfa; Y: codifica o 


aminoácido tirosina. 


característicos de macrófagos, como aqueles que codifi- 
cam o TNF-alfa e a IL-6.º2% 

Esse contexto biológico talvez permita interações 
contínuas e dinâmicas entre as respostas imune e meta- 
bólica, pois o organismo é capaz de elaborar respostas 
complexas de defesa quando desafiado por diversos tipos 
de estresse — infecções e escassez calórica. Diante de 
tais constatações, é possível aventar que vias comuns ou 
sobrepostas regulem funções imunes e metabólicas por 
meio de mecanismos de sinalização similares. Isso pode 
garantir que nutrientes possam interagir com sistemas 
responsáveis pela detecção de patógenos.“ 

Os TLR foram descobertos na massa branca, com- 
ponente principal do corpo das drosófilas. A função 


dessa massa foi definida como de estoque energético da 
mosca e, por apresentar característica lipídica, foi cha- 
mada de corpo gorduroso. Posteriormente, descobriu-se 
que o corpo gorduroso tinha outras funções nobres 
além da energética. À estrutura atribuiu-se também res- 
ponsabilidade sobre os sistemas circulatório, reprodu- 
tor e, posteriormente, imune. Acredita-se que a presen- 
ça dos receptores do tipo TLR em humanos se deva à 
evolução das espécies: em determinado momento, os 
sistemas de várias espécies se misturaram e os seres hu- 
manos acabaram herdando o gene que codifica tal re- 
ceptor.é 

O corpo gorduroso na drosófila é responsável por 
quase todas as suas funções vitais. Nos humanos, em 
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razão do processo evolutivo, os sistemas se diferenciaram 
e se especializaram, tendo-se separado o sistema circula- 
tório do reprodutor, do imune e assim por diante. No 
entanto, qual seria a explicação para a presença de um 
receptor de sistema imune em um tecido de estoque co- 
mo o adiposo, em humanos?* 

Do ponto de vista prático, esse receptor reconhece pa- 
tógenos por apresentar afinidade com a estrutura lipídica 
do LPS. Composto pelos ácidos graxos láurico (C12:0) e 
mirístico (C14:0), o LPS bacteriano dispara resposta in- 
flamatória intensa e o sistema imune sinaliza para a des- 
truição do microrganismo invasor. Contudo, tais ácidos 
graxos estão presentes na alimentação humana e, em ex- 
cesso, podem ativar os receptores TLR2 e TLR4, sem que 
haja, necessariamente, infecção bacteriana.“ 

Quando o paralelo entre a ingestão de determinados 
ácidos graxos saturados presentes na alimentação e o 
processo infeccioso induzido pela presença de LPS oriun- 
do de bactérias Gram-negativas foi traçado, descreveu-se 
mais um mecanismo de resistência à ação da insulina, 
pois a partir da ativação dos TLR, proteínas inflamatórias 
são produzidas, interferindo na sinalização da insulina. A 
ativação de determinadas quinases na obesidade, espe- 
cialmente a IKK e a JNK, ressaltam a sobreposição das 
vias metabólicas e inflamatórias: estas são as mesmas 
proteínas que são ativadas na resposta imune inata pelo 
TLR-4 em resposta ao LPS, característico de bactérias 
Gram-negativas.” 

No momento em que a alimentação surgiu como po- 
tente agente iniciador inflamatório, simulando um esta- 
do infeccioso, ainda que de baixa magnitude, demons- 
trou-se também em humanos que, com apenas um dia de 
ingestão de uma dieta rica em lipídios, o processo infla- 
matório é deflagrado. Isso estabeleceu uma ordem im- 
portante de entendimento de que a inflamação acontece 
antes mesmo do desenvolvimento de obesidade e que, 
uma vez que afeta órgãos e tecidos essenciais ao metabo- 
lismo e controle da fome, como o hipotálamo, é um fator 
desencadeador primário na gênese da resistência à insu- 
lina, da obesidade e do DM2.* 

Como descrito, proteínas como TNF-alfa e IL-Ibeta 
iniciam suas vias ativando outras proteínas com atividade 
de serinas quinases (JNK e IKK beta), fosforilando o re- 
ceptor de insulina em serina 307 e não em tirosina. De 
forma especulativa, há uma razão para a ocorrência desse 
fato. Caso haja realmente um processo infeccioso em 
curso, é interessante que haja resistência à insulina, pois 
se a glicose for mantida fora da célula, bactérias perde- 
riam o “interesse” pelo meio intracelular, uma vez que 
estão em busca de energia e também da maquinaria celu- 
lar. Ainda assim, caso a bactéria invada a célula, mecanis- 
mos pró-oxidativos são ativados com o intuito da criação 


de um ambiente inóspito a elas. Caso isso não seja sufi- 
ciente para remissão infecciosa, mecanismos apoptóti- 
cos são iniciados, a fim de sacrificar a célula e também o 
invasor.? 6$ 

Tais considerações podem ser reforçadas por expe- 
rimentos com roedores, nos quais camundongos com 
mutação genética do TLR-4 utilizam melhor a glicose, 
apresentam menor depósito de gordura e não desenvol- 
vem resistência à insulina, mesmo quando submetidos à 
ração rica em lipídios.” Além disso, resultados referentes 
ao uso de drogas inibidoras do TLR-4 mostraram que, 
ao desativar esse receptor em camundongos diabéticos, 
ocorre redução na infiltração por macrófagos.“ Essa é 
uma possível conexão entre a obesidade e a inflamação 
de baixa intensidade, subclínica e sistêmica, geralmente 
observada em indivíduos que estão acima do peso consi- 
derado adequado. 

Com o avanço das ciências nutricionais, tem sido 
possível caracterizar as diferentes respostas fenotípicas 
derivadas de variações genéticas. Mesmo quando nu- 
trientes são oferecidos na mesma quantidade, para uma 
mesma população, de um mesmo gênero, de mesma et- 
nia, controlando variáveis como massa corporal, estatura 
ou quaisquer outras, a resposta que se espera mediante o 
consumo de tal nutriente pode ainda ser diferente. Esse é 
o desafio que a genômica nutricional tem se proposto a 
desvendar. Investigações nessa área têm gerado resulta- 
dos importantes, principalmente relacionados às varia- 
ções genéticas, com destaque para os polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP, single nucleotide polymorphism). 


NUTRIGENÉTICA E DIABETE MELITO TIPO 2 


Variações genéticas e diabete melito tipo 2 


Neste capítulo, abordou-se a ativação dos TLR e a for- 
ma como o processo inflamatório é deflagrado. A partir da 
concepção de que esses receptores são ativados também 
por ácidos graxos saturados oriundos da alimentação, po- 
deriam esses receptores ser ativados sempre na mesma in- 
tensidade, em todas as pessoas? O disparo inflamatório 
seria igual para todos os indivíduos que ingerem, por 
exemplo, a mesma quantidade de ácidos graxos saturados 
em sua alimentação? Da mesma forma, pode-se pensar, 
por exemplo, que um mesmo tratamento medicamento- 
so, com dose e posologia controladas, exerce melhora de 
sintomas em um paciente e, por vezes, nenhuma alteração 
em outro que se encontra sob a mesma terapêutica. 

Com o objetivo de apresentar a abordagem sobre a 
característica de respostas individuais ao tratamento die- 
toterápico/medicamentoso em pacientes ou populações 
diabéticas, um exemplo mais detalhado é descrito a se- 


guir. Na sequência, apresentam-se exemplos mais pon- 
tuais que auxiliam na compreensão da ampla divergência 
existente perante as respostas orgânicas ao tratamento 
antidiabético. 

Em 2010, um trabalho descreveu situação na qual se 
observou que pacientes de um ambulatório de DM? res- 
pondiam de forma diferente aos tratamentos medica- 
mentosos ou às alterações de estilo de vida, como prática 
de atividade física e dieta controlada. Uma parcela da- 
queles pacientes respondia bem às simples alterações na 
dieta, com reeducação alimentar e com a inserção da prá- 
tica de exercícios, ainda que poucas vezes por semana. No 
entanto, outra parcela respondia mal às alterações nos 
fatores ambientais, mesmo quando essas modificações 
eram intensas ou, ainda, associadas à terapêutica medica- 
mentosa. Ainda sob tais condições, a glicemia de jejum 
ou pós-prandial desses pacientes se mantinha bastante 
fora dos padrões esperados perante os tratamentos.” 

Esses pacientes foram separados em dois grupos: os 
que respondiam bem a qualquer terapêutica e aqueles 
altamente resistentes à terapêutica, incluindo a medica- 
mentosa. Foram avaliados diversos parâmetros metabó- 
licos e moleculares, mas uma das mais importantes evi- 
dências encontradas para explicar tais questões foi a 
descoberta de polimorfismos no gene do TLR4 dos pa- 
cientes que respondiam bem ao tratamento. Os polimor- 
fismos encontrados resultam na troca de uma asparagina 
por uma glicina na posição 299 (Asp299Gli — rs4986790) 
e de uma treonina por uma isoleucina na posição 399 
(Thr399Ile — rs4986791). Ambos os polimorfismos redu- 
zem a atividade do TLR4, que, por sua vez, reconhece 
com menos afinidade determinados ácidos graxos da 
dieta. Desta forma, a resposta inflamatória induzida pela 
dieta mostrou-se incapaz de causar grandes danos ao 
metabolismo dos indivíduos carreadores dos polimorfis- 
mos. Portanto, o processo inflamatório de baixa intensi- 
dade não ocorria de forma determinante para o desen- 
volvimento da doença em comparação aos indivíduos 
que não carreavam as variações do gene do TLR4, os 
quais apresentavam resposta inflamatória intensa.” 

Indivíduos que portam o polimorfismo no gene do 
TLR4 apresentam pouca ativação desse receptor median- 
te a ingestão de ácidos graxos saturados. Assim, a infla- 
mação ocorre de forma bastante atenuada, permitindo 
que esses indivíduos respondam bem às terapêuticas tra- 
dicionais, sendo capazes até mesmo de abandonar os me- 
dicamentos hipoglicemiantes.” 

Os pesquisadores apontaram outro resultado preo- 
cupante, uma vez que, com a atividade do principal re- 
ceptor de sistema imune prejudicada, as respostas a infec- 
ções bacterianas poderiam estar aquém das esperadas, 
não sendo suficientes para eliminar os microrganismos 
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e podendo levar os indivíduos à morte. Contudo, nos 
históricos desses pacientes, curiosamente, não foram 
observados episódios recorrentes de infecção.” 

Dessa forma, é possível notar o impacto que um po- 
limorfismo pode exercer na resposta à terapêutica. As- 
sim, não apenas mutações ou polimorfismos relacio- 
nados ao TLR apresentam impacto nos desfechos do 
tratamento do diabete, pois alguns outros correlaciona- 
dos ao diabete já apresentam representatividade na lite- 
ratura científica. 

Na década de 2000, foram identificadas algumas varia- 
ções genéticas que se associavam fortemente ao DM2, al- 
gumas delas até mesmo consideradas marcadores de pre- 
disposição. Em 2014, Hara et al.” identificaram, por meio 
de estudo de associação ampla do genoma (GWAS), mais 
de 70 loci associados ao risco do desenvolvimento de DM2. 


Polimorfismos em genes associados ao diabete melito 
Calpaína 10 


O gene CAPN10 está localizado na região cromossô- 
mica 2937.3 e codifica a proteína calpaína 10, que faz 
parte da superfamília das calpaínas. As calpaínas são pro- 
teases cálcio-dependentes, e alterações na atividade da 
calpaína 10 relacionam-se fortemente com o DM2. Essa 
observação foi apresentada por Horikawa et al.” que es- 
tudaram o desenvolvimento do DM? em populações de 
imigrantes mexicanos residentes nos Estados Unidos e 
também em pequenos grupos populacionais do norte da 
Europa (Finlândia) e, posteriormente, em alemães da Sa- 
xônia. Alterações haplotípicas foram traçadas, demons- 
trando impacto na função do gene. A herança da combi- 
nação específica de haplótipos é definida por três SNP, 
dentre os quais os principais são o SNP19 (por inserção/ 
deleção), SNP43 (com troca de guanina por adenina) e 
SNP-63 (troca de citosina por timina). Todas essas varia- 
ções ocorrem em regiões não codificantes do gene (re- 
giao intrônica).” 

O mecanismo de ação da calpaína 10 ainda é pouco 
elucidado nesse contexto; contudo, algumas condições 
surgem como hipóteses. Essa proteína é constitutiva- 
mente expressa nas células, principalmente em tecidos 
como músculo, fígado e ilhota pancreática e, em menor 
proporção, no tecido adiposo branco. Do ponto de vista 
fisiológico, algumas observações se tornam pertinentes 
no que tange ao seu papel auxiliar/regulador glicêmico. A 
alta expressão dessa proteína em ilhotas pancreáticas, 
aliada à sua regulação mediada pela concentração de cál- 
cio, suscita seu possível papel sobre a secreção de grânu- 
los de insulina para a circulação e, portanto, poderia me- 
lhorar a regulação glicêmica. 
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Essa observação foi confirmada quando cientistas 
inibiram a calpaína 10 nas ilhotas e a liberação de insuli- 
na pelas células beta foi reduzida. Nesse contexto, dois 
mecanismos foram sugeridos, em que o primeiro seria 
sua modulação cálcio-dependente, mas o segundo rela- 
cionava-se com a ativação do complexo SNARE, um 
intrincado mecanismo de junção de vesículas intracelu- 
lares com a membrana da célula. O complexo SNARE 
ancora as vesículas que contêm produtos a serem secreta- 
dos da célula à membrana celular. A calpaína 10 parece 
interferir no recrutamento correto do complexo SNARE 
para a liberação efetiva, no caso, de grânulos de insulina 
para a circulação.” 

A calpaína 10 também é encontrada no interior das 
mitocôndrias; no entanto, quando ativada por influxo 
de cálcio, dispara sinalização pró-apoptótica. Isso ocor- 
reu experimentalmente quando ilhotas foram tratadas 
com ácido palmítico ou pelo estímulo hiperglicêmico 
em animais.” 

Como visto, a mutação no gene CAPNIO tem sido 
associada com diversos componentes que caracterizam o 
risco cardiometabólico, como colesterol elevado,” hiper- 
trigliceridemia,* IMC elevado” e hipertensão.” O estu- 
do Lipgene, do tipo coorte, demonstrou que a variação 
rs2953171 no gene CAPN10 influenciou a sensibilidade à 
insulina por interagir com os ácidos graxos saturados, no 
plasma de portadores do risco cardiometabólico. Em 
particular, entre os indivíduos com baixas concentrações 
plasmáticas de ácidos graxos saturados (concentrações 
abaixo da média), o genótipo GG esteve associado com 
reduzida concentração de insulina e baixo HOMA-IR, e 
melhora na efetividade da glicose, quando comparados a 
indivíduos portadores do alelo A (GA e AA). De forma 
contrária, portadores do GG apresentaram elevadas con- 
centrações de insulina em jejum e alto HOMA-IR, e bai- 
xa efetividade da glicose, em indivíduos com altas con- 
centrações de ácidos graxos saturados circulantes (acima 
da média). Não houve interações entre tais alelos e ácidos 
graxos mono ou poli-insaturados.” 


Receptor ativado por proliferador de peroxissomos gama 
(PPAR-gama) 


Polimorfismos no gene que codifica o PPAR-gama, 
que implicam alteração da função desse receptor nuclear, 
apresentam relevante associação ao DM2. O PPAR-gama 
está envolvido na regulação da expressão de vários genes 
e pode ser ativado também por diversos tipos de ácidos 
graxos ou ligantes lipídicos. É descrito como controlador 
de adipogênese, lipogênese, regulação glicêmica e até mes- 
mo como correpressor nuclear do processo inflamatório 
induzido por NF-kB.ºº 


Além de controlar a transcrição de genes que codi- 
ficam enzimas como a lipase de lipoproteína (LPL), a 
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), a perilipi- 
na, entre outras, o PPAR-gama também é responsável 
pela maturação de adipócitos ou mesmo pela alteração 
fenotípica de monócitos.” 

A compreensão sobre a função exata do PPAR-gama é 
complexa e variável, visto que agonistas farmacológicos do 
PPAR, como as tiazolidinedionas, melhoram a sensibilida- 
de à insulina, contudo apresentam como efeito indesejável 
o acúmulo de peso em função de seu efeito adipogênico. 
Por outro lado, atenuadores da resposta do PPAR-gama 
também parecem trazer benefícios aos sistemas metabóli- 
cos.” Um de seus ligantes mais estudados é o PGC-1 alfa 
(coativador 1-alfa do PPAR-gama), que está associado ao 
aumento da oxidação energética, atualmente considerado 
um marcador da biogênese mitocondrial, principalmente 
no tecido adiposo marrom.” Por outro lado, quando o 
PGC-1 alfa é modulado negativamente, reduzindo a mi- 
gração do PPAR-gama ao núcleo, características como 
redução da glicemia e diminuição da esteatose hepática 
são observadas. 

Com isso, pode-se compreender que o papel do 
PPAR-gama é finamente controlado no interior celular, e 
portadores de doenças metabólicas podem se beneficiar 
de sua regulação, assim como sua desregulação em indi- 
víduos saudáveis pode ser a chave para o desencadea- 
mento de doenças. Evidências de variações tanto no gene 
do PPAR-gama quanto do PGC-1 alfa se correlacionam 
ao DM2 e à obesidade. Em 2009, Ruchat et al.® descreve- 
ram que poderia haver interação entre os polimorfismos 
Prol2Ala do PPAR-gama (1s1801282) e do Gly487Ser do 
PGC-1 alfa (rs8192678) no desenvolvimento do DM2. 
Além disso, demonstrou-se que a interação não é neces- 
sária para que a predisposição ocorra, ou seja, a presença 
de um ou outro polimorfismo já é capaz de aumentar o 
risco de desenvolvimento da doença. 

Outras doenças se associam aos polimorfismos des- 
critos para o gene do PPAR-gama, como dislipidemias e o 
SNP rs3856806 (troca de citosina por timina na posição 
1431 do gene, resultando em polimorfismo silencioso 
His478His no éxon 6),* e o SNP Prol2Ala com nefropa- 
tia diabética em caucasianos,” com osteopenia* e com 
câncer de mama.” 

Embora o SNP Pro12Ala tenha grande relevância no 
contexto do DM?, interações entre as variações nos ge- 
nes do PPAR-gama, do IRS-1, do TCF7L2 (transcription 
factor 7-like 2), do ADRBI (beta-1 adrenergic receptor), 
da CAPN1O0, entre outros, têm surgido com mais fre- 
quência na literatura científica, fortalecendo as evidên- 
cias de que as doenças crônicas apresentam caráter poli- 
génico.*** 


TCF/L2 


O TCF7L2 é um fator de transcrição que participa da 
via da beta-catenina, que é controlada, por sua vez, pela 
via da Wnt, regulando a expressão de uma série de genes. 
A via da Wnt regula a proliferação celular e a formação 
de novos tecidos por meio do controle da migração e 
orientação celular no desenvolvimento embrionário.” O 
TCF7L2 é expresso em diversos órgãos, como pâncreas, 
útero, fígado, tecido adiposo e intestino. Nas ilhotas pan- 
creáticas, controla a expressão do gene da ISL-1 (insulin 
gene enhancer protein), que regula a produção e o proces- 
samento da pró-insulina.*>?! 

Diferente das demais variações, um SNP no gene do 
TCF7L2 (rs7903146 C>T, sendo T o alelo de risco) tem 
sido considerado o mais fortemente associado ao desen- 
volvimento de DM2, com frequência extremamente alta. 
Uma metanálise realizada em 2007 demonstrou que in- 
divíduos que carreiam o alelo de risco apresentam risco 
46 vezes maior de desenvolver DM? em relação aos não 
carreadores,” o que torna esse SNP um dos estatistica- 
mente mais significantes descritos até o momento para o 
DM2. Apesar disso, o mecanismo pelo qual o TCF7L2 
polimórfico (rs7903146) contribui com o desenvolvi- 
mento do DM? permanece obscuro.” 

De acordo com o descrito até o momento, o TCF7L2 
opera em concomitância à insulina, controlando a ho- 
meostase glicêmica por meio da modulação intestinal 
das concentrações de GLP-1 (peptídeo semelhante ao 
glucagon).” De forma contrária, outros trabalhos de- 
monstram que uma variação genética responsável pelo 
aumento da atividade do gene do TCF7L2 culmina com 
a redução na secreção de insulina pelas ilhotas, embora 
um efeito indireto na secreção de insulina pela ação do 
TCF7L2 em outros tecidos não possa ser descartado.” 

A proteína glicogênio sintase quinase-3 (GSK3) par- 
ticipa de diversas vias, como a da insulina, mas também a 
da proteína Wnt. O TCF7L2 ativado pela Wnt no fígado 
controla a expressão de CREB e FOXOI, fatores de trans- 
crição que participam do controle glicêmico por meio de 
sua atividade na produção hepática de glicose.” Por- 
tanto, apesar dos mecanismos pelos quais variações no 
TCF7L2 influenciam o controle glicêmico e o risco de 
DM? ainda carecerem de diversas outras descrições pon- 
tuais, alguns pontos alusivos à sua potencialidade meca- 
nística podem ser pressupostos.” 


IRS 1, IRS 2, PI3K e Akt 


A PI3K ea Akt exercem papéis vitais para a transdu- 
ção do sinal da insulina e também de diversas outras 
vias. São proteínas com atividade nodal, recebendo e 
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propagando diversos estimulos. Seria possivel especular 
que variações genéticas nos genes que codificam essas pro- 
teínas poderiam desencadear sérias complicações para a 
via de sinalização da insulina, culminando em resistên- 
cia profunda à ação desse hormônio ou em DM?; contu- 
do, isso não tem sido observado. As variações genéticas 
descritas para PI3K e Akt estão geralmente relacionadas 
ao aumento de sua atividade, portanto, associadas ao de- 
senvolvimento de diversos tipos de cancer.” A Akt é tida 
como uma proteína altamente conservada entre as espé- 
cies, o que indica que variações genéticas que porventu- 
ra reduzam sua atividade poderiam estar associadas ao 
fim da vida. Sendo assim, caso tais variações ocorram, 
provavelmente haverá problemas ainda durante a em- 
briogênese, culminando com o não desenvolvimento 
fetal. 1 

As proteínas IRS1 e IRS2 são elementos importantes 
para a via da insulina. Algumas variações genéticas foram 
descritas, as quais normalmente reduzem suas ativida- 
des. Diferentes da PI3K e Akt, o IRS1 e IRS2 não contro- 
lam tantos eventos celulares; sendo assim, é possível que 
variações nessas proteínas tragam prejuízos mais pon- 
tuais à via de sinalização da insulina. 

O polimorfismo Gly972Arg (rs1801278) no gene do 
IRS1 foi descrito em 1999," e resulta em redução na ati- 
vidade de IRS1, o que poderia prejudicar a secreção pan- 
creática de insulina. Posteriormente, demonstrou-se que 
essa mesma variação promoveria a resistência à insulina 
em células musculares.'” Em 2002, Le Fur et al.'º iden- 
tificaram, em crianças obesas e resistentes à insulina, a 
associação entre esse polimorfismo e o SNP Gly1057Asp 
(rs1805097) no IRS2. Foram avaliadas em duas coortes 
centenas de crianças caucasianas que apresentavam po- 
limorfismo no IR$1 ou IRS2 ou, ainda, nos dois genes 
simultaneamente. Pacientes com polimorfismos simul- 
tâneos nos genes controladores das duas proteínas apre- 
sentaram redução de 25 a 35% na sensibilidade à insuli- 
na. Esse mesmo polimorfismo (Gly972Arg) se associa 
também a um pronunciado aumento nas concentrações 
de triacilgliceróis e AGL circulantes, com consecutiva 
redução na concentração de HDL e aumento da pressão 
arterial.87104 

Ainda que esses resultados estejam relacionados a 
maior risco de desenvolvimento do DM2, muitas investi- 
gações ainda são necessárias. A África do Sul apresenta 
uma das populações mais acometidas pelo DM2 no con- 
tinente africano e no mundo. Em 2014, Vergotine et al.!º 
investigaram nessa população a relação do DM2 com o 
polimorfismo Gly972Arg do IRS1. A frequência de corre- 
lação da doença com o polimorfismo foi inferior a 8%, 
tendo sido considerada aparentemente baixa. Dessa for- 
ma, outros fatores podem ser determinantes da doença 
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naquela população, e esse SNP não deve ser utilizado co- 
mo marcador de prognóstico do DM2, apesar de sua alta 
correlação em outras populações. 


KCNJ11 e ABCC9 


Os genes KCNJ11 e ABCC9 são responsáveis pela codi- 
ficação das proteínas Kir6.2 e Sur2A, respectivamente. Es- 
sas proteínas são subunidades componentes da estrutura 
dos canais de potássio sensíveis ao ATP. Esses receptores 
participam do metabolismo energético de forma muito in- 
tensa, monitorando finamente a disponibilidade de ener- 
gia. Sendo assim, é necessário um maior detalhamento so- 
bre o funcionamento e a interação de tais proteínas, pois 
variações em tais genes têm apresentado desfechos fenotí- 
picos preponderantes para o desenvolvimento do DM2 ou 
para a desregulação da glicemia. 

Neurônios do SNC conseguem interpretar a presença 
de nutrientes no organismo antes mesmo de sua chegada 
ao sistema nervoso. Quando a glicose é consumida e dis- 
ponibilizada no intestino proximal (duodeno), ocorre a 
indução da liberação do hormônio incretínico GLP-1. Ele 
estimula a liberação pancreática de insulina, mas também 
sinaliza ao cérebro a presença de nutrientes, por meio de 
resposta neuronal aferente, reconhecida pelos receptores 
de potássio, induzindo resposta sacietógena.'* Em con- 
trarresposta, por via eferente, o SNC (hipotálamo) 
controla a produção hepática de glicose, mediada tam- 
bém pelo receptor de potássio. Assim, o hipotálamo con- 
trola a produção hepática de glicose, fornecendo mais ou 
diminuindo a oferta, de acordo com o estado nutricional.” 

Em neurônios do núcleo arqueado do hipotálamo, a 
insulina indica disponibilidade de nutriente, pela pre- 
sença de glicose no organismo. Os neurônios do núcleo 
ventromedial são mais sensíveis à presença de glicose e 
parecem manifestar uma ativação mais pronunciada em 
relação aos canais de potássio. Com a Akt ativada, os estí- 
mulos de produção de energia (ATP) e síntese proteica 
(via mTOR) são disparados. A Akt então remove o sinal 
inibitório sobre a mTOR que ativa os canais de depen- 
dentes de potássio e ATP.” Outra via envolvida na ativa- 
ção dos canais dependentes de potássio é a mediada por 
ácidos graxos de cadeia longa, que também indicam a 
presença de nutrientes no organismo, por ativarem dire- 
tamente tais canais.” 

Com os canais de potássio ativados (abertos), via po- 
tencial de ação, uma sinalização eferente indica a suspen- 
são da produção hepática de glicose. Não se sabe como a 
mTOR sensibiliza exatamente os canais de potássio; en- 
tretanto, a ativação parece ser decorrente da interação 
com as subunidades formadoras do canal de potássio. O 
canal é formado por uma proteína octamérica, em que 


quatro proteínas chamadas de Kir 6.2 formam os poros de 
liberação do potássio, e outras quatro subunidades cha- 
madas de Sur-1 compreendem a região reguladora.'* As 
proteínas Sur-1 são subunidades receptoras de sulfonilu- 
reia. Também é desconhecido como ocorre a interação 
entre as subunidades Sur-1 e Kir 6.2. Contudo, evidências 
demonstram que o ATP/ADP se liga na subunidade Kir 
6.2 e a inibe (fechando o poro). De forma contrária, o fos- 
fatidilinositol 2 fosfato (PIP-2) ou os ácidos graxos de ca- 
deia longa estimulam as subunidades Kir 6.2 (abrindo o 
poro), justamente por competirem localmente com as 
moléculas de ATP.!ºº Estudos demonstram ainda que in- 
divíduos carreadores de variações genéticas no resíduo 
lisina 23 da Kir 6.2 podem apresentar predisposição au- 
mentada para DM2, por perda da capacidade regulatória 
dos canais de potássio. A Kir 6.2 apresenta quatro sítios de 
ligação para o ATP e, possivelmente, a variação genética 
no resíduo lisina 23 pode desequilibrar o sistema.” 

Os canais de potássio estão presentes também nas ilho- 
tas pancreáticas e controlam a liberação de insulina. Varia- 
ções genéticas descritas para o receptor na ilhota resultam 
em aumento da atividade do receptor, que eleva consecuti- 
vamente a liberação de insulina e, em consequência, a pro- 
dução do hormônio. A atividade incrementada da ilhota de 
forma crônica conduz a célula beta à falência, sendo esta 
mais uma forma pela qual variações genéticas nesse recep- 
tor contribuem para o desenvolvimento do DM2.!! 

Uma das variações mais importantes que ocorrem 
no gene KCNJ11 é o SNP Lys23Glu (rs5219 — troca de 
guanina por adenina na posição 67). Esse polimorfismo 
foi descrito pela primeira vez em 1998 em um estudo de 
Hani et al.!2 com famílias francesas. Atualmente, existem 
numerosos estudos investigando diversas populações no 
mundo, sendo talvez um dos principais polimorfismos 
associados ao DM2. 


Fator nuclear hepático 


O fator nuclear hepático (HNF) é o gene que contro- 
la uma proteína de mesmo nome, envolvida preponde- 
rantemente com a produção hepática de glicose. Esse fa- 
tor tem sua transcrição induzida pela FoxO1 associada à 
PGC-lalfa. Uma vez produzido, o HNF-4alfa também 
atua como fator de transcrição e controla a produção de 
PEPCK e glicose-6-fosfatase, proteínas essenciais na gli- 
coneogênese.”! Portanto, variações no gene do HNF po- 
dem ter implicações importantes no DM2, pois além do 
controle hepático de glicose, esse fator também medeia a 
produção de insulina em ilhotas pancreáticas. 

Existem vários SNP descritos para o HNF-4 alfa. En- 
tre os principais relacionados ao DM2 estão a troca de 
adenina por citosina na região promotora do gene 


(-728A/C); o IVS1-5T, com troca de citosina por timina 
na região do íntron 1; a troca de citosina por timina na 
posição 12352 do éxon 4, que culmina na substituição de 
uma treonina por uma isoleucina no códon 139 (Th- 
r139Ile); a troca de guanina por adenina na posição 
12355 no éxon 4, resultando em troca de arginina por 
glutamina no códon 140 (Arg140Gln); e a troca de gua- 
nina por adenina, na posição 22688 no éxon 8, culminan- 
do com substituição de arginina por histidina no códon 
312 (Arg312His)." 

Em 1996, Yamagata et al.'* demonstraram a existén- 
cia de diversas variações no gene do HNF-4 alfa, que se 
correlacionavam com um tipo de diabete chamado Mody 
(maturity-onset diabetes of the young), ou seja, um subti- 
po de DM caracterizado por manifestação precoce (em 
geral antes dos 25 anos de idade) e com transmissão au- 
tossômica dominante (determinada em pelo menos três 
gerações). O Mody corresponde a um defeito primário 
na secreção da insulina, associado à disfunção nas células 
beta pancreáticas. Nesse sentido, em particular, uma mu- 
tação representada pela troca de citosina por guanina na 
região promotora do gene do HNF4a (posição -192) tem 
sido avaliada. Dinamarqueses e noruegueses com diabete 
tipo Mody, carreadores do alelo G, apresentaram secre- 
ção de insulina prejudicada quando estimulados com gli- 
cose, bem como redução de 18% nas concentrações de 
colesterol total, o que sugere, por sua vez, redução na ex- 
pressão de HNF-4A no fígado.!!5!16 


Glicoquinase 


O gene da glicoquinase (GCK) também é um alvo 
relacionado ao diabete tipo Mody. A proteína GCK atua 
como um sensor de glicose, que controla a liberação de 
insulina pela ilhota pancreática. Variações no gene da 
GCK estão relacionadas à hiperliberação de insulina, 
conduzindo as células beta pancreáticas rapidamente à 
morte. O SNP Arg447Pro caracteriza uma das mais im- 
portantes variações genéticas relacionadas ao DM2." 

O SNP Arg447Pro tem sido observado em crianças 
com casos de hiperinsulinemia persistente, com conse- 
quente hipoglicemia e liberação de insulina mesmo em 
baixas concentrações de glicose. A falha na secreção de 
insulina surge como descrito anteriormente, conduzindo 
o indivíduo ao DM2 juvenil. Shammas et al. descreve- 
ram os SNP Arg447Pro e Gly440Stop como redutores da 
atividade da GCK. A troca de arginina por prolina no có- 
don 447 altera a conformação estrutural da enzima, de- 
sestabilizando-a e culminando na perda de sua função. 
Também, a troca de glicina por um códon de terminação 
na posição 440 da proteína conduz à inativação da por- 
ção catalítica da enzima. 
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Interleucina 6 


A IL-6 é alvo de investigações interessantes, em fun- 
ção da ambiguidade de suas respostas orgânicas. Com 
atividade pleiotrópica extensa, tem sido mais estudada 
com relação a sua atividade pró-inflamatória; contudo, 
exerce importantes ações hematopoiéticas, na regulação 
do sistema imune e também nas respostas de fase agu- 
da.!!8 Compreende-se melhor suas ações quando se avalia 
seu papel tecido-específico. 

Cabe destacar que a IL-6 apresenta atividade anti-in- 
flamatória quando se liga ao seu receptor (IL-6R) na 
membrana de células capazes de expressá-lo (hepatócitos 
e determinadas subpopulações de leucócitos), mas sua 
função pró-inflamatória, de ativação da via Janus quinase/ 
transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 (Jas/STAT3), 
a qual é evidenciada em doenças inflamatórias crônicas, é 
decorrente da chamada trans-sinalização, que consiste na 
ligação da IL-6 à versão solúvel de seu receptor no plasma. 
Esse complexo IL-6-IL-6R, então, associa-se à glicoprotei- 
na (GP) 130 transmembrana, presente em todos os tipos 
celulares, o que promove a ativação da via Jas/STAT3.!!º 

Já há mais de uma década, polimorfismos relaciona- 
dos à IL-6 têm sido associados à piora na resposta da re- 
gulação glicêmica. Algumas variações no gene dessa pro- 
teína estão relacionadas ao aumento da sua atividade, 
tendo, nesses casos, papel pró-inflamatório com ação 
exacerbada. As concentrações de IL-6 estão geralmente 
aumentadas na circulação de pacientes sob risco cardio- 
metabólico, mas também naqueles com apenas o fenóti- 
po da resistência à insulina. Embora as concentrações de 
outros componentes de fase aguda sejam aumentadas 
concomitantemente, nem todos eles aumentam em todos 
os pacientes de maneira uniforme. Isso sugere que os 
componentes da resposta imune ou de fase aguda sejam 
regulados de forma individual.'” 

O polimorfismo -174G>C (rs1800795) altera o pa- 
drão de transcrição do gene da IL-6, aumentando a pro- 
dução da proteína. Esse SNP também tem sido correlacio- 
nado com a obesidade, especialmente em indivíduos com 
adiposidade central elevada." 


Rudofsky et al.'2! não observaram correlação desse 
polimorfismo com complicações microvasculares em 
235 pacientes com DM1 e 498 com DM2, com relação a 
nefropatias e neuropatias. De todos os pacientes, 43% 
apresentaram o genótipo heterozigoto (o mais frequente 
na maioria dos estudos), 41% eram homozigotos selva- 
gens e 15,6%, homozigotos para a variante. Correlação 
positiva com retinopatia diabética foi observada nos pa- 
cientes carreadores de dois alelos variantes (CC). 

Outro estudo interessante mostrou que genótipo hete- 
rozigoto esteve fortemente associado com problemas pe- 
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riodontais em pacientes com DM2. As periodontites são 
desfechos comuns em diabéticos e, entre os pacientes com 
as placas bacterianas dentais mais visíveis e com sangra- 
mentos gengivais, a maioria apresentava o genótipo hetero- 
zigoto. Concomitantemente, esses pacientes apresentaram 
hemoglobina glicada (HbA1c) elevada, e houve correlação 
forte para a incidência de HbAlc elevada e suscetibilidade 
para doenças periodontais.'? 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A fisiopatologia molecular do DM2 é complexa e está 
intimamente relacionada à obesidade. Indivíduos obesos 
não necessariamente desenvolverão DM2, mas é a obesi- 
dade a condição clínica correlata mais evidente. Portan- 
to, mesmo indivíduos magros podem desenvolver o 
DM2, mas os mecanismos moleculares são semelhantes. 
Outros mecanismos ainda precisam ser descritos para 
tornar mais robusta a compreensão sobre as formas pelas 
quais ocorre a ativação ou inativação de vias de captação 
de glicose, inflamação, estresse do retículo endoplasmáti- 
co, controle de morte celular, atividade de proteínas fos- 
fatases, variações genéticas, entre outras. 

As variações genéticas não explicam todas as questões, 
mas contribuem de forma significativa para a compreen- 
são das razões da instalação da doença mesmo em indiví- 
duos com estilo de vida considerado protetor. De qualquer 
forma, ainda há muito a ser estudado, pois diversas varia- 
ções genéticas já foram descobertas, mas é necessário com- 
preender as interações entre elas, bem como as vias de si- 
nalização por elas afetadas e a influência da alimentação. 
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EPIDEMIOLOGIA E FISIOPATOLOGIA 


Nas últimas décadas, mudanças sociais e econômicas 
têm refletido no estilo de vida da população mundial, 
resultando no aumento do sedentarismo e na promoção 
de modificações marcantes nos hábitos alimentares. Tais 
alterações favorecem o aumento da prevalência das 
doenças crônicas não transmissíveis (DCNT), as quais 
respondem por 60% das mortes em âmbito mundial.' 
Entre as DCNT, as doenças cardiovasculares (DCV) 
constituem a maior causa de mortes no mundo. Em 
2008, foram responsáveis por mais de 17 milhões de óbi- 
tos, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS). 
No Brasil, 30,1% das mortes, em 2010, decorreram das 
DCV? Esses números são crescentes em países em desen- 
volvimento e apresentam-se em declínio nos países de- 
senvolvidos.! 

O processo de desenvolvimento das DCV resulta da 
interação entre fatores de risco modificáveis e não modi- 
ficáveis. Entre os fatores de risco não modificáveis desta- 
cam-se a idade, o sexo e as características genéticas (genó- 
tipo). Já os fatores modificáveis incluem, principalmente, 
o sedentarismo, os hábitos alimentares, o tabagismo e as 
dislipidemias. 

As dislipidemias caracterizam-se por alterações nas 
concentrações séricas de colesterol, o que está associado a 
diferentes lipoproteínas, e nas concentrações de triacilgli- 
ceróis (TG). As dislipidemias podem ocorrer em razão de 
características genotípicas do indivíduo ou em função do 
estilo de vida (tabagismo, sedentarismo etc.) e de hábitos 
alimentares (ingestão excessiva de alimentos ricos em co- 
lesterol, carboidratos simples, ácidos graxos trans e satu- 
rados ou ingestão calórica total aumentada). 

As dislipidemias representam um fator de risco para 
o desenvolvimento da aterosclerose, considerada o ponto 


inicial na fisiopatologia das DCV. A aterosclerose é uma 
condição inflamatória crônica de origem multifatorial 
que acomete, sobretudo, a camada íntima das artérias de 
médio e grande calibres. Caracteriza-se, basicamente, pe- 
la disfunção endotelial (causada por dislipidemias, es- 
tresse oxidativo, tabagismo, hipertensão arterial, diabete 
etc.), seguida da ativação do sistema imune e da forma- 
ção da placa aterosclerótica no endotélio vascular. Essa 
placa, quando instável, pode ocasionar a formação de 
trombos, culminando em manifestações clínicas das 
DCV, como infarto agudo do miocárdio e acidente vas- 
cular encefálico (AVE).*° 

As concentrações séricas elevadas de TG, de lipo- 
proteina de baixa densidade (LDL-c) e de colesterol to- 
tal, assim como concentrações reduzidas de lipoproteí- 
nas de alta densidade (HDL-c), associam-se ao maior 
risco para DCV. Alterações nas concentrações de lipo- 
proteínas e de lipídios sanguíneos colaboram para a ate- 
rogênese por meio de mecanismos complexos envolvi- 
dos na modificação do endotélio vascular, nas alterações 
plaquetárias, na resposta inflamatória e na formação de 
células espumosas.º 

Em relação à LDL, o tamanho dessas partículas é um 
fator extremamente relevante na determinação do risco 
cardiovascular.” A LDL apresenta potencial aterogênico à 
medida que se torna pequena e mais densa. Apresentan- 
do essas características, as partículas adentram o espaço 
subendotelial da parede vascular com maior facilidade, 
além de tornarem-se mais vulneráveis à oxidação. Essa 
oxidação ocorre quando há metais e espécies reativas de 
oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN), formando, em 
última instância, a LDL oxidada (LDL-0x).º A LDL-ox é 
capaz de induzir a expressão de moléculas de adesão no 
endotélio, atraindo leucócitos (monócitos e linfócitos) 
para o espaço subendotelial. Os monócitos diferen- 


ciam-se em macrófagos, que expressam os receptores do 
tipo scavenger (ScR). Esses receptores ligam-se à LDL-ox 
e possibilitam sua endocitose, promovendo a formação 
de células espumosas (foam cells), a partir das quais são 
formadas as estrias de colesterol, primeira etapa da ate- 
rosclerose.** A Figura 23.1 ilustra esse processo de ma- 
neira simplificada. 

Com a lesão inicial, o processo inflamatório crônico 
segue com redução da concentração de substâncias vaso- 
dilatadoras e antitrombóticas e aumento daquelas com 
ação vasoconstritora e pró-trombótica, o que caracteriza a 
disfunção endotelial com alterações no tônus vascular. 
Além disso, há modificação no padrão de crescimento de 
células musculares lisas, maior adesão de monócitos, alte- 
ração na função plaquetária e na atividade fibrinolítica.!!! 

Além da LDL, o aumento das concentrações de TG 
também se relaciona com o desenvolvimento de DCV. 
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Sugere-se que os TG sejam capazes de associar-se a molé- 
culas de LDL-ox. Além disso, as lipoproteínas ricas em 
TG e seus remanescentes podem favorecer os processos 
inflamatórios, a expressão de moléculas de adesão leuco- 
citária e de fatores de coagulação, bem como promover o 
aumento do estresse oxidativo.!? 

Em contrapartida à LDL e aos TG, a HDL mantém 
relação inversa com a aterosclerose. O aumento das con- 
centrações séricas de HDL-c contribui para a redução da 
inflamação por promover diminuição da expressão das 
moléculas de adesão endoteliais, proteção contra a oxida- 
ção das LDL e por contribuir para o transporte reverso 
do colesterol." 

Conforme mencionado, os mecanismos fisiológicos 
e os fatores ambientais envolvidos na progressão da ate- 
rosclerose interagem com fatores genéticos, resultando 
no aumento do risco cardiovascular.'»º Assim, alguns 
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Figura 23.1 Esquema simplificado da fase inicial da aterosclerose. (1) O dano ao endotélio vascular facilita a entrada de partículas de LDL-c 
pequenas e densas. Ocorre, assim, a oxidação dessas partículas no espaço subendotelial na presença de metais livres, ERO (espécies reativas 
de oxigênio) e ERN (espécies reativas de nitrogênio). (2) Em seguida, essas partículas sofrem oxidação no endotélio vascular, o que, por sua vez, 
atrai monócitos e linfócitos T por ação da proteína quimioatrativa de monócitos (MCP-1), da interleucina 1 (IL-1) e do fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-alfa), que adentram a camada íntima. (3) Diferenciação dos monócitos em macrófagos, com expressão dos receptores TLR (toll-like) e ScR, 
pela ação do fator estimulante de colônia de macrófagos (M-CSF), secretado pelas células inflamatórias da camada íntima. (4) Há a captação de 
partículas de LDL-ox a partir dos receptores ScR dos macrófagos, que ficam repletos de gordura. O colesterol oriundo da LDL-ox é esterificado e 
estocado nessas células. Os macrófagos repletos de gordura passam a ser reconhecidos como células espumosas, que se acumulam e formam 
as estrias de gordura (achado macroscópico da aterosclerose). (5) Por outro lado, o colesterol esterificado pode ser convertido para a forma livre 


e transferido para a HDL via transportadores. HDL: lipoproteína de alta densidade; LDL: lipoproteína de baixa densidade; ScR: receptor scavenger 


dos macrófagos. Fonte: adaptada de Glass e Witztum.º 
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grupos são mais vulneráveis ao desenvolvimento das 
DCV por apresentarem alterações em determinados ge- 
nes que podem modificar o metabolismo envolvido com 
essas doengas.!°!” 


Na última década, avanços nas pesquisas envolvendo 
estudos de associação ampla do genoma (GWAS, genome 
wide association studies) e discussões acerca dos aspectos 
da genômica nutricional têm proporcionado evoluções na 
compreensão da fisiopatologia das DCV, bem como dos 
fatores genéticos associados.'*'? Esse número crescente de 
estudos de genômica nutricional tem como objetivo insti- 
tuir medidas personalizadas, tanto em termos de redução 
do risco quanto de tratamento das DCV e dos fatores de 
risco associados. 

Dessa forma, este capítulo apresenta um panorama 
geral dos aspectos que relacionam as DCV com a nutri- 
genética e a nutrigenômica, com enfoque nas dislipide- 
mias. 


NUTRIGENÉTICA E DOENÇAS CARDIOVASCULARES 


Aspectos gerais 


Nas últimas décadas, as relações entre polimorfismos 
genéticos e o risco cardiovascular vêm sendo amplamen- 
te estudadas. A variabilidade entre os indivíduos em rela- 
ção aos genes que codificam proteínas envolvidas no me- 
tabolismo de lipídios acarreta alterações no perfil lipídico 
sanguíneo. No entanto, os resultados das pesquisas po- 
dem ser controversos caso não seja considerada a relação 
entre polimorfismos e fatores ambientais.” 

Nesse sentido, a nutrição apresenta-se como um dos 
principais fatores ambientais envolvidos no metabolismo 
dos lipídios. É consenso entre os pesquisadores o fato de 
alterações no perfil lipídico em resposta a intervenções 
alimentares serem diferentes para cada indivíduo. Sendo 
assim, é possível que uma recomendação nutricional em 
nível populacional não seja adequada individualmente. 
Dessa forma, estudos que avaliam as interações entre ge- 
nes e alimentação buscam compreender os mecanismos 
envolvidos nas alterações lipídicas, a fim de contribuir 
para a redução do risco de DCV.” 


Polimorfismos relacionados ao perfil lipídico: 
principais genes envolvidos 


Ampla gama de estudos tem apontado relações entre 
polimorfismos genéticos em genes candidatos e o meta- 
bolismo lipídico no organismo humano. Entre os genes 
mais investigados estão os da proteína transportadora de 
ácidos graxos 2 (FABP2), do receptor de LDL (LDLr), da 
lipase de lipoproteína (LPL), da lipase hepática (LIPC), 


da proteína de transferência de ésteres de colesterol 
(CETP), da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redu- 
tase (HMGCR), dos transportadores cassete de ligação 
de ATP subfamília G, membros 5 e 8 (ABCG5 e ABCG8), 
da perilipina (PLIN), da proteína de ligação ao elemento 
regulador de esterois (SREBP), dos receptores ativados 
por proliferador de peroxissomos (PPAR-alfa, PPAR-ga- 
ma), cluster das apolipoproteinas Al, C3, A4 e A5 
(APOAI, APOC3, APOA4 e APOAS) e das apolipoprotei- 
nas A2, B e E (APOA2, APOB e APOE), abordados a se- 
guir. Cabe ressaltar que essa relação não é definitiva e que 
as pesquisas em genômica nutricional incluem outros 
genes candidatos.” 


FABP2 


O gene FABP2 tem localização cromossômica 4q28-q31 
e codifica a proteina de mesmo nome, a qual é expressa nos 
enterócitos e atua na absorção, no metabolismo e no trans- 
porte de ácidos graxos. Polimorfismos no gene que codifica 
essa proteína podem alterar a sua sequência de aminoáci- 
dos e, consequentemente, interferir no fenótipo. O conjun- 
to de variações -80 -79insT (rs5861422), -136 -132del- 
AGTAG (155861423), -168 -166delAAGinsT (rs1973598), 
-260G>A (1s6857641), -471IG>A (1s2282688) e -778G>T 
(rs10034579) na região promotora do gene da FABP2 re- 
sulta em dois haplótipos, A e B, amplamente relatados na 
literatura. Indivíduos carreadores do haplótipo A apresen- 
tam maior atividade transcricional do gene em compara- 
ção àqueles que carreiam o haplótipo B, o que tem sido 
associado a melhor resposta à insulina e à trigliceridemia 
pós-prandial.” 

Outro polimorfismo com destaque na literatura é o 
Ala54Thr (rs1799883), o qual tem sido investigado em 
relação a parâmetros antropométricos e ao perfil lipidi- 
co, além da relação com a resistência à insulina. Um estu- 
do com mexicanos adultos obesos, de ambos os sexos, 
avaliou a relação entre esse polimorfismo e fatores de ris- 
co cardiovascular. As frequências dos genótipos foram de 
39% de homozigotos selvagens, 54,8% de heterozigotos e 
6,2% de homozigotos para a variante, com frequência de 
0,31 para o alelo variante. Os carreadores do alelo varian- 
te apresentaram índice de massa corporal (IMC) médio 
significativamente superior, bem como circunferência 
abdominal, concentrações séricas de TG, colesterol total, 
lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL-c) e risco 
cardiovascular aumentados (OR de 7,56, p < 0,001) em 
relação aos indivíduos homozigotos selvagens.” Outro 
estudo, com adultos mexicanos com sobrepeso ou obesi- 
dade, de ambos os sexos (n = 109), testou uma interven- 
ção alimentar com consumo moderado de gorduras 
totais (30% do valor energético total — VET) e saturadas 


(< 7% do VET) e a resposta dos diferentes genótipos em 
relação ao polimorfismo Ala54Thr. Os carreadores do 
alelo variante (Thr) apresentaram maior redução de pe- 
so, de medida da circunferência da cintura, do IMC e das 
concentrações séricas de proteína-C reativa (PCR) após a 
intervenção, quando comparados aos homozigotos sel- 
vagens.” 

Outra investigação avaliou 116 mulheres e 86 ho- 
mens argentinos, adultos e saudáveis quanto ao polimor- 
fismo Ala54Thr e a possível relação com pressão arterial, 
escore de Framingham, perfil lipídico, IMC e glicemia. 
Do total, 52% dos indivíduos eram homozigotos selva- 
gens, 40,6%, heterozigotos e 7,4%, homozigotos para a 
variante, com frequência do alelo variante de 0,27. Os 
autores encontraram tendência à significância para mé- 
dias de IMC e de concentração de colesterol total maiores 
em carreadores do alelo variante quando comparados 
aos homozigotos selvagens.” 

Em estudo realizado na Espanha, 264 indivíduos 
adultos obesos, de ambos os sexos, foram avaliados quan- 
to ao polimorfismo Ala54Thr e marcadores de risco car- 
diovascular. A frequência do alelo variante foi de 0,28, 
com 58% de indivíduos homozigotos selvagens, 42% he- 
terozigotos e 7,2% homozigotos para a variante. As con- 
centrações séricas médias de PCR, biomarcador de risco 
cardiovascular, foram significativamente maiores entre 
os carreadores do alelo variante em relação aos homozi- 
gotos selvagens.” 

Os resultados dos estudos sobre os polimorfismos no 
gene da FABP2 indicam que indivíduos carreadores de 
alelos variantes apresentam fenótipo desfavorável para 
perfil lipídico e antropométrico. Por outro lado, são mais 
responsivos à intervenção alimentar, como o controle da 
ingestão e da qualidade de gorduras. Dessa forma, novos 
estudos precisam elucidar os mecanismos pelos quais es- 
sas alterações genéticas interferem no controle do peso, 
do perfil lipídico e de biomarcadores inflamatórios. 


LDLR 


O gene LDLR está localizado na posição 13.2 do braço 
curto do cromossomo 19 (19p13.2) e codifica a proteína 
LDLr, sintetizada principalmente no fígado e localizada 
na superfície das células, onde atua como receptor de 
LDL. Ele liga-se às apolipoproteínas E (APOE) e B100 
(APOB100) e atua na captação de remanescentes de qui- 
lomícrons (QM), de VLDL e de LDL do plasma sanguí- 
neo, contribuindo para a homeostase do colesterol. Dessa 
forma, quando a concentração intracelular de colesterol 
diminui, a expressão do LDLr aumenta, assim como a 
captação de lipoproteínas circulantes, diminuindo a con- 
centração sanguinea de colesterol.” 
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Nesse sentido, polimorfismos no gene que codifica o 
LDLr podem alterar sua estrutura e função, resultando 
no aumento das concentrações sanguíneas de LDL-c e 
associando-se ao desenvolvimento de dislipidemias, ate- 
rosclerose e doença arterial coronariana (DAC) 2º Mais 
de 1.600 mutações no gene do LDLr já foram associadas 
ao desenvolvimento de hipercolesterolemia familiar, po- 
dendo representar 85 a 90% das causas da doença.” 

O polimorfismo rs688 (1773C>T) no gene que co- 
difica o LDLr tem sido relacionado a alterações lipídicas 
e pode ser responsável por elevações de 4 a 10% nas con- 
centrações de colesterol total.: Em mulheres da 
coorte de Framinghan, observou-se aumento de aproxi- 
madamente 10% nas concentrações de colesterol total e 
de LDL-c nas carreadoras do alelo T quando compara- 
das às carreadoras do genótipo selvagem. No entanto, 
essa associação parece ser específica para sexo, idade e 
metabolismo hormonal, uma vez que esses resultados 
não foram observados em homens ou em mulheres 
pós-menopausa da mesma coorte.” 

Em um estudo com chineses de 35 a 74 anos de ida- 
de, de ambos os sexos, foram observadas associações en- 
tre dois polimorfismos de nucleotídeo único (SNP, single 
nucleotide polymorphism) no gene do LDLr e o perfil lipí- 
dico. Para o SNP rs1003723 (-30C>T), os carreadores do 
alelo variante apresentaram maiores concentrações de 
colesterol total e LDL-c quando comparados aos indiví- 
duos homozigotos selvagens. Para o SNP rs6413504 
(-42A>G), o mesmo padrão de resposta foi observado 
para as concentrações de colesterol total. Os autores ava- 
liaram, ainda, a interação entre os SNP e o consumo ali- 
mentar na determinação do perfil lipídico. Nessa análise, 
observou-se que, entre os indivíduos com alto consumo 
de laticínios (> 124 g/dia), os carreadores do alelo G 
(rs6413504) apresentaram concentrações de TG 26% 
mais altas que os indivíduos AA. Os autores apontaram, 
por fim, a necessidade da realização de estudos que ava- 
liem as interações entre polimorfismos genéticos, ali- 
mentação e perfil lipídico em populações de diferentes 
etnias.” 

Franceschinni et al.*' avaliaram a relação entre dois 
SNP no gene do LDLr e o risco de desenvolvimento de 
DAC em americanos (brancos ou afro-americanos). Os 
SNP avaliados foram o rs1433099 (C>T) e o rs2738466 
(A>G), em que as frequências dos alelos T e G foram de 
27% nos brancos e 54% nos afro-americanos e de 26% 
nos brancos e 17% nos afro-americanos, respectivamen- 
te. Nos indivíduos afro-americanos, os carreadores de 
um alelo variante (T) (rs1433099) apresentaram risco 
23% maior de desenvolver DAC e os homozigotos para a 
variante (TT) apresentaram risco 47% maior, quando 
comparados aos indivíduos homozigotos selvagens (CC). 
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Essa relação não foi observada em indivíduos da etnia 
branca. O SNP rs2738466 não foi associado ao desenvol- 
vimento da doença. 

Dessa forma, nota-se que grande parte dos polimor- 
fismos relacionados ao LDLr está associada a alterações 
metabólicas que refletem variações no perfil lipídico san- 
guíneo e podem interferir no risco de desenvolvimento 
de DCV. 


LPL 


O gene da LPL está localizado na região cromossômi- 
ca 8p22 e faz parte de uma família de genes de lipases de 
TG que inclui as lipases hepática, pancreática e endote- 
lial.” A LPL parece estar associada às concentrações san- 
guíneas de HDL-c e de TG. Essa relação pode ser modu- 
lada por fatores ambientais e de estilo de vida.” 

A LPL é uma enzima sintetizada no tecido adiposo e 
nos músculos cardíaco e esquelético e, posteriormente, 
transportada para as células endoteliais dos vasos sanguí- 
neos. A LPL participa da hidrólise de TG presentes nas 
lipoproteínas, possibilitando a liberação de ácidos graxos 
não esterificados e de glicerol para serem utilizados pelas 
células do organismo. A LPL está presente também na su- 
perfície dos macrófagos da camada íntima do endotélio 
sanguíneo e, provavelmente, contribui para o acúmulo 
de lipídios nessas células.”? 

A expressão da LPL é regulada de diversas maneiras, 
em resposta às necessidades de energia do organismo. Es- 
sa enzima está estreitamente relacionada a alterações me- 
tabólicas, como obesidade, diabete, dislipidemias e ate- 
rosclerose. Fatores como os glicocorticoides e a insulina 
são essenciais para o processo de tradução e transporte 
transmembrana da LPL. De fato, a insulina estimula a 
atividade da LPL, principalmente no tecido adiposo, por 
mecanismos transcricionais e pós-transcricionais.”? As- 
sim, polimorfismos no gene que codifica a LPL são obje- 
to de estudos de genômica nutricional. 

No estudo de Nettleton et al.,** incluindo adultos de 
duas etnias (afro-americanos e caucasianos), os carrea- 
dores do genótipo GG com relação ao SNP 1421C>G 
(Ser474Ter — rs328) no gene da LPL apresentaram maio- 
res concentrações de HDL-c (4-12 mg/dL a mais) e me- 
nores concentrações de TG (6-17 mg/dL a menos) quan- 
do comparados aos indivíduos carreadores do alelo C. 
Essas características normalmente estão associadas a me- 
nor risco cardiovascular. 

Em americanos brancos, o SNP 1421C>G no gene da 
LPL parece interagir com o consumo alimentar para in- 
fluenciar o perfil lipídico sérico. No estudo de Nettleton 
et al., observou-se associação diretamente proporcional 
entre a ingestão de lipídios totais e as concentrações de 


HDL-c somente nos indivíduos carreadores dos genóti- 
pos CC e CG, ao passo que, para os indivíduos GG, essa 
relação foi inversa. Assim, quando a ingestão de lipídios 
foi baixa, os indivíduos GG apresentaram maiores con- 
centrações de HDL-c que os demais. Nesse estudo não 
foram encontradas associações entre o SNP, a alimenta- 
ção e as concentrações de TG. 

Em um GWAS incluindo oito estudos populacionais 
envolvendo adultos de descendência europeia, Water- 
worth et al.,” relataram forte associação estatística entre 
SNP no gene da LPL e concentrações séricas de HDL-c 
(rs325) e TG (rs10105606), além da relação com o au- 
mento do risco de desenvolvimento de DAC (rs10105606). 
Nesse estudo, os SNP no gene da LPL não foram associa- 
dos às concentrações de LDL-c. 

Estudo de coorte realizado na Coreia, com 5.314 in- 
divíduos saudáveis entre 40 e 69 anos de idade, de ambos 
os sexos, avaliou as relações entre polimorfismos no gene 
da LPL, concentrações sanguíneas de HDL-c e TG e fato- 
res relacionados ao estilo de vida (obesidade, tabagismo, 
consumo de álcool, atividade física e hábitos alimenta- 
res). As variáveis foram avaliadas no tempo inicial e ao 
final de 6 anos. Com base em dados de GWAS para genes 
relacionados às concentrações de TG e de HDL-c, o poli- 
morfismo com maior associação foi o rs10503669, o qual 
se apresenta em forte desequilíbrio de ligação com o SNP 
Ser474Ter. Para esse haplótipo, os indivíduos carreadores 
do alelo variante (T) apresentaram maiores concentra- 
ções de HDL-c e menores concentrações de TG quando 
comparados aos homozigotos selvagens (GG).* 

Em relação ao estilo de vida, os autores observaram 
associação entre o polimorfismo rs10503669 e o consu- 
mo de álcool e de ácidos graxos insaturados sobre as con- 
centrações de HDL-c. Entre os indivíduos com genótipo 
homozigoto selvagem, aqueles que consumiam entre 1 e 
15 g de álcool por dia apresentavam maiores concentra- 
ções de HDL-c que aqueles que não bebiam. No entanto, 
os que consumiam mais de 15 g de álcool por dia não 
apresentaram maiores concentrações da lipoproteina. Os 
carreadores do alelo variante que consumiam mais de 15 
g de álcool por dia apresentaram maiores concentrações 
de HDL-c em comparação àqueles que não consumiam 
bebidas alcoólicas e aos indivíduos com genótipo homo- 
zigoto selvagem. Quanto ao consumo de ácidos graxos 
insaturados, entre os indivíduos carreadores do alelo va- 
riante, aqueles que mantinham um consumo elevado 
desses ácidos graxos apresentavam maiores concentra- 
ções de HDL-c. Para os indivíduos homozigotos selva- 
gens, essa relação não foi observada. Nas concentrações 
de TG, foi observada associação entre o SNP rs10503669 
e o IMC na determinação desse fator. Os indivíduos com 
genótipo homozigoto selvagem apresentaram associação 


direta do IMC > 25 kg/m? com as concentrações de TG, 
enquanto os carreadores do alelo variante apresentaram 
relação inversa. Os autores dessa pesquisa sugeriram que 
os carreadores do alelo variante possam se beneficiar do 
consumo moderado de álcool e de uma alimentação ri- 
ca em lipídios insaturados para evitar a redução das 
concentrações sanguíneas de HDL-c. Já indivíduos com 
excesso de peso, com genótipo homozigoto selvagem, 
beneficiar-se-iam da redução do peso para o controle 
das concentrações de TG.” 

Nos estudos citados, os polimorfismos no gene da LPL 
mostraram associar-se a modificações no perfil lipídico 
sanguíneo, especificamente às concentrações de HDL-c e 
TG, além de estarem relacionados ao risco de desenvolvi- 
mento de DAC. Essas ações são, no entanto, dependentes 
da interação entre polimorfismos, consumo alimentar e 
características étnicas da população. 


LIPC 


O gene que codifica a LIPC está localizado no braço 
longo do cromossomo 15 (15q21-q23). A LIPC é uma en- 
zima sintetizada e secretada pelo fígado que atua no me- 
tabolismo lipídico, agindo como mediadora da ligação e 
captação de lipoproteínas por proteoglicanos ou recepto- 
res de membrana e catalisando a hidrólise de TG e fosfo- 
lipídios contidos nas lipoproteínas plasmáticas. Durante 
essa última ação da LIPC, as partículas de LDL são modi- 
ficadas para uma forma mais densa, menor e, portanto, 
mais aterogénica.***” No entanto, os resultados dos estu- 
dos permanecem controversos, ora apontando a LIPC 
como um fator de risco para o desenvolvimento de DCV, 
ora descrevendo sua ação como antiaterogênica por me- 
diar a captação de remanescentes de lipoproteínas san- 
guineas, principalmente no período pós-prandial.” 

Em razão de seu envolvimento no metabolismo das 
lipoproteínas, polimorfismos no gene que codifica a 
LIPC parecem estar relacionados a alterações das con- 
centrações séricas de HDL-c e ao tamanho das partículas 
de LDL associadas ao risco cardiovascular.”** Essa rela- 
ção entre polimorfismos no gene da LIPC e o perfil lipí- 
dico sérico parece ser modulada pela quantidade de lipí- 
dios ingeridos por meio da alimentação.” 

Em um GWAS incluindo oito estudos populacionais 
envolvendo adultos de descendência europeia, Water- 
worth et al.” relataram forte associação estatística entre o 
SNP (1s261334) no gene da LIPC e as concentrações séri- 
cas de HDL-c. Não foi observada relação entre esse SNP e 
as concentrações de LDL-c e TG ou o risco para DAC. 

Nettleton et al.,** ao estudarem adultos afro-america- 
nos e caucasianos, observaram que os carreadores do ge- 
nótipo TT para o SNP -514C>T (rs1800588) apresenta- 
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ram maiores concentrações de HDL-c (2-4 mg/dL a mais) 
quando comparados a indivíduos TC ou CC. No mesmo 
estudo, foram avaliadas interações entre o SNP e o consu- 
mo alimentar. Para os indivíduos caucasianos, não foi en- 
contrada interferência do SNP sobre o perfil lipídico em 
respostas a diferentes composições da alimentação. Já no 
grupo de mulheres afro-americanas que mantinham bai- 
xo consumo de lipídios, as concentrações de HDL-c apre- 
sentaram-se aproximadamente 5 mg/dL mais baixas nas 
carreadoras do genótipo selvagem, em comparação às 
carreadoras de um ou dois alelos variantes. No entanto, 
quando o consumo de lipídios encontrava-se elevado, as 
concentrações de HDL-c eram semelhantes para as mu- 
lheres com genótipos CC e TT e aproximadamente 3,5 
mg/dL inferiores naquelas com genótipo CT. Nos homens 
afro-americanos que mantinham alimentação rica em li- 
pídios, as concentrações de HDL-c dos indivíduos com 
genótipo TT foram aproximadamente 4,5 mg/dL mais 
elevadas. Nos afro-americanos de ambos os sexos, com 
baixo consumo de lipídios saturados, as concentrações de 
TG apresentaram-se, em média, 5 mg/dL mais baixas nos 
indivíduos com genótipo CT em relação aos com genóti- 
pos CC e TT. No entanto, quando o consumo de lipídios 
saturados foi elevado, as concentrações de TG apresenta- 
ram-se 5 a 8 mg/dL mais baixas nos indivíduos com ge- 
nótipo selvagem em relação aos carreadores de um ou 
dois alelos variantes. Dessa forma, observou-se associa- 
ção entre aspectos da alimentação e o polimorfismo no 
gene da LIPC sobre o perfil lipídico, e essa associação 
apresentou-se dependente da etnia nesse estudo. 

Em estudo realizado com inuítes, Rudkowska et al.” 
observaram que os carreadores do genótipo TT para o 
SNP -514C>T apresentaram maiores concentrações de 
TG em resposta a uma alimentação rica em lipídios totais 
e saturados. Os autores afirmam existir clara interação 
gene-alimentação envolvendo polimorfismos no gene 
que codifica a LIPC sobre o perfil lipídico sérico. 

Ainda em relação ao SNP -514C>T, Ordovas et al.” 
estudaram voluntários da coorte de Framingham, entre 
28 e 79 anos de idade, de ambos os sexos. Os carreadores 
do alelo T apresentaram maiores concentrações de HDL- 
-c e maior diâmetro dessas partículas quando compara- 
dos aos indivíduos homozigotos selvagens. Esse fato foi 
atribuído à capacidade do alelo variante em diminuir a 
atividade da LIPC. Os autores observaram, ainda, forte 
associação entre o polimorfismo, a ingestão de lipídios e o 
perfil lipídico. O alelo T foi associado ao aumento das 
concentrações de HDL-c nos indivíduos que consumiam 
quantidades < 30% em relação ao VET de gorduras totais. 
No entanto, nos indivíduos com consumo de lipídios > 
30% em relação ao VET, o genótipo TT foi associado à 
diminuição das concentrações de HDL-c. Quanto ao ta- 
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manho das partículas de HDL, nos indivíduos homozigo- 
tos selvagens (CC), o alto consumo de lipídios (> 30% do 
VET) foi associado a maiores partículas de HDL, ao passo 
que, nos carreadores do alelo T, a relação observada foi 
inversa. 

Em outro trabalho, estudantes chineses, adultos e 
saudáveis, foram submetidos a uma dieta com alto teor 
de carboidratos (70% do VET) durante uma semana. 
Avaliaram-se as concentrações plasmáticas de TG, coles- 
terol total, LDL-c, HDL-c, APOB100 e APOAI ao início e 
ao final da intervenção e suas relações com o polimorfis- 
mo -250G>A (rs2070895) no gene da LIPC. Após a inter- 
venção, a razão APOB100/APOAI diminuiu apenas nos 
homens carreadores do alelo variante. As razões coleste- 
rol total/HDL-c e LDL-c/HDL-c diminuíram significati- 
vamente nos homens, independentemente do genótipo, e 
nas mulheres carreadoras do alelo variante. Já a razão 
TG/HDL-c aumentou nas mulheres, independentemente 
do genótipo, e não se alterou de forma significativa entre 
os homens. Os autores sugeriram que o alelo variante re- 
lativo a esse SNP está relacionado à menor razão 
APOB100/APOA1 em homens com alto consumo de car- 
boidratos. Exceto para a relação TG/HDL-c em mulheres, 
o consumo de uma dieta com alto teor de carboidratos 
pareceu benéfico para o perfil lipídico sanguíneo, nesse 
estudo. No entanto, o período de intervenção alimentar 
foi curto e pode representar um viés nos resultados.” 

O SNP -250G>A também foi estudado no trabalho de 
Andrade et al. Os autores avaliaram adultos brasileiros e 
observaram a interação entre o polimorfismo e os hábitos 
alimentares desses indivíduos. Nesse estudo, o baixo con- 
sumo de alimentos de origem vegetal, ricos em fibras, foi 
associado a menores concentrações de HDL-c nos indiví- 
duos homozigotos selvagens. Já nos carreadores do alelo 
variante, essa relação não foi encontrada. 

Polimorfismos no gene da LIPC estão, portanto, as- 
sociados a alterações no perfil lipídico sanguíneo, prin- 
cipalmente no que diz respeito às concentrações de 
HDL-c. Essas alterações são dependentes da interação 
entre polimorfismos, sexo, etnia e hábitos alimentares da 
população. 


CETP 


O papel da inibição da expressão da CETP como tera- 
pêutica para aumentar as concentrações de HDL-c tem 
sido documentado. O gene que codifica a CETP está loca- 
lizado no braço longo do cromossomo 16 na posição 21, e 
os polimorfismos mais estudados desse gene são: rs708272 
(C>T), rs1800775 (C>A), rs5882 (A>G), rs2303790 
(A>G), rs1800776 (C>A), rs12149545 (G>A) e rs4783961 
(G>A). 


A função das partículas de HDL não se limita ao 
transporte reverso do colesterol. Partículas de HDL esfé- 
ricas interagem com a CETP e transferem o colesterol 
esterificado para lipoproteínas remanescentes. Essa pro- 
teína apresenta grande similaridade com a proteína 
transportadora de lipopolissacarídeos, importante na 
imunidade inata. A inibição da CETP influencia, ainda, o 
processo inflamatório, a dinâmica do endotélio vascular, 
o processo trombótico e até mesmo a oxidação de lipí- 
dios. Nesse sentido, estudos sugerem a avaliação dos po- 
limorfismos da CETP na determinação da incidência de 
infarto agudo do miocárdio (IAM). Metanálise avaliou a 
relação dos sete polimorfismos citados no gene da CETP 
com o risco de IAM em 8.623 casos e 8.564 indivíduos 
saudáveis. A presença do alelo variante para os polimor- 
fismos rs708272 (C>T) e rs1800775 (C>A) relacionou-se 
com risco aumentado para IAM. Entretanto, os demais 
polimorfismos não foram associados com esse desfecho.“ 

Um estudo de coorte com 18.245 mulheres america- 
nas, inicialmente saudáveis, avaliou mais de 350 mil poli- 
morfismos em um estudo de GWAS com vistas a identi- 
ficar os loci associados com as concentrações de HDL-c e 
a avaliar o papel dos SNP dentro de cada locus sobre a 
incidência de IAM durante um período de 10 anos de 
acompanhamento. Apenas os SNP no gene da CETP ou 
próximos foram associados com concentrações de HDL- 
-c e com risco de IAM, destacando o papel da CETP no 
risco de desenvolvimento de DCV.” 

O consumo regular de kiwi foi reconhecido por redu- 
zir a razão TG/HDL-c, um marcador de resistência à in- 
sulina e da concentração de partículas pequenas de LDL, 
em homens adultos com hipercolesterolemia residentes 
na Nova Zelândia. Um grupo ingeriu durante quatro se- 
manas duas unidades de kiwi por dia e recebeu orienta- 
ção nutricional para uma alimentação saudável; o segun- 
do grupo ingeriu os kiwis diariamente, mas não recebeu 
orientação nutricional. Quatro polimorfismos relaciona- 
dos ao metabolismo da HDL foram avaliados: Taq1B no 
gene CETP; 275G>A no gene da APOAI; -514C>T no 
gene da LIPC e 124582 no gene da lipase endotelial (LIPG) 
quanto ao papel modulador do consumo de kiwi no per- 
fil lipídico. A redução significativa da razão TG/HDL-c 
em homozigotos para a variante em relação ao polimor- 
fismo CETP Taq1B após a intervenção com kiwi indicou 
que o consumo regular dessa fruta como parte de uma 
alimentação saudável pode melhorar o perfil lipídico de 
homens hipercolesterolémicos com esse genótipo.” 

Os estudos relatados na literatura apontam que o co- 
nhecimento do perfil genético em relação aos polimorfis- 
mos no gene da CETP é útil para direcionar intervenções 
de controle do perfil lipídico, sobretudo o aumento de 
HDL-c, e promissor para a redução dos riscos para DCV. 


HMGCR 


A HMGCR, uma glicoproteína transmembrana do re- 
tículo endoplasmático, catalisa a reação limitante na bios- 
síntese do colesterol.“ O tratamento medicamentoso da 
hipercolesterolemia com estatinas baseia-se no controle da 
atividade dessa enzima. Dessa forma, muitos estudos são 
conduzidos a fim de compreender a relação dos polimor- 
fismos no gene da HMGCR com as concentrações de co- 
lesterol e o risco para DCV. Entre os SNP mais estudados 
nesse gene, estão o 183761740 (-911C>A), o rs12916 (T>C) 
e o rs17238484 (G>T). 

Um estudo caso-controle realizado na Turquia com 
365 pacientes adultos com DAC e 365 controles avaliou 
a relação entre o polimorfismo -911C>A, o perfil lipidi- 
co e algumas variáveis antropométricas e socioeconémi- 
cas. Indivíduos homozigotos selvagens do sexo masculi- 
no com idade inferior a 55 anos apresentaram maiores 
concentrações de colesterol total em relação aos carrea- 
dores do alelo variante. Os autores sugeriram, a partir de 
análise de regressão multivariada, que o sexo e a idade 
influenciam o efeito do polimorfismo sobre as concen- 
trações de LDL-c.* 

Metanálise avaliou o efeito dos polimorfismos 
rs12916 (T>C) e rs17238484 (G>T) sobre o perfil lipidi- 
co e parâmetros antropométricos em 223.463 adultos 
provenientes de 43 estudos genéticos com várias etnias. A 
presença do alelo variante em relação a ambos os SNP foi 
associada a menores concentrações de LDL-c e ao maior 
peso corporal.“ Outro estudo conduzido na Inglaterra 
avaliou homens e mulheres adultos participantes da 
coorte Epic (The European Prospective Investigation into 
Cancer and Nutrition) e a possível interação entre o poli- 
morfismo rs17238484 (G>T), a pressão arterial (PA) e a 
ingestão de cloreto de sódio. A análise de regressão múl- 
tipla indicou associação positiva e significativa entre a PA 
e o sódio urinário. Indivíduos carreadores do alelo va- 
riante apresentaram média de PA significativamente 
maior em relação aos homozigotos selvagens.” 

Cabe destacar que polimorfismos no gene da HMG- 
CR estão relacionados com o perfil lipídico (colesterol 
total e LDL-c). Além disso, algumas investigações suge- 
rem relação com outros fatores de risco cardiovascular, 
como o peso corporal e a PA. Desse modo, o conheci- 
mento do perfil genético em relação a esses polimorfis- 
mos pode ser valioso na redução do risco para as DCV 
em conjunto com outras medidas. 


ABCG5/ABCG8 


O efluxo de colesterol celular é uma das estratégias 
para garantir a homeostase dessa substancia no organis- 
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mo. A expressão dos genes ABCG5 e ABCG8, que codifi- 
cam os transportadores de mesma sigla (ATP-binding 
cassette sub-family G members 5 e 8), na membrana ca- 
nalicular dos hepatócitos e na membrana apical dos en- 
terócitos, resulta na formação de um heterodímero que 
atua no transporte do colesterol e de outros esteróis até 
a excreção no lumen intestinal, processo apresentado na 
Figura 23.2.ºº Uma vez que os transportadores ABCG5 e 
ABCG8 contribuem para limitar a absorção intestinal 
de colesterol e para a excreção biliar de esteróis, justi- 
fica-se o grande número de estudos com SNP nos genes 
que os codificam. Esses polimorfismos podem con- 
tribuir para o acúmulo de esteróis e a formação de es- 
trias de gordura no endotélio. Entre os principais estão 
o Gln604Glu (rs6720173) no gene do ABCGS e os As- 
p19His (rs11887534), Tyr54Cys (rs4148211), Thr400Lys 
(rs4148217) e Ala632Val (rs199910445) no gene do 
ABCG8. 

Metanálise investigou os polimorfismos citados nos 
genes do ABCG5/8 e a relação com as concentrações 
plasmáticas de colesterol. A avaliação considerou 16 es- 
tudos, com um total de 3.364 indivíduos (46,7 + 10,5 
anos de idade; IMC: 23,9 + 3,5 kg/m?2). A presença do 
alelo variante 632V (rs6544718) foi associada a menores 
concentrações de LDL-c em relação a sua ausência. Os 
demais polimorfismos não foram associados com con- 
centrações plasmáticas de colesterol. Essa revisão apon- 
tou associação discreta entre os polimorfismos nos genes 
do ABCG5 e ABCG8 com os marcadores de homeostase 
do colesterol.” 

Uma coorte de 8 anos, com 131 homens e 154 mu- 
lheres entre 25 e 64 anos de idade, na República Tcheca, 
investigou a associação entre o perfil lipídico e a presença 
dos SNP citados em uma intervenção alimentar com re- 
dução no consumo de lipídios de origem animal e coles- 
terol. O polimorfismo Tyr54Cys interferiu na diferença 
média entre as concentrações plasmáticas de colesterol 
total e LDL-c ao final em relação ao início do acompa- 
nhamento entre as mulheres (-0,49 e -0,57 mmol/L em 
indivíduos homozigotos selvagens versus 0,12 e 0,04 
mmol/L em homozigotos para a variante, respectiva- 
mente). Já o polimorfismo Thr400Lys influenciou a re- 
dução média desses parâmetros entre os homens (para 
colesterol total e LDL-c, respectivamente: -0,90 e -0,62 
mmol/L entre os homozigotos selvagens versus -0,30 e 
-0,19 mmol/L entre aqueles homozigotos para a varian- 
te). Os autores sugeriram que os SNP no gene ABCG8 
exercem papel sexo-específico na determinação das con- 
centrações de colesterol após intervenção alimentar.” 

Um estudo transversal com 1.046 chineses saudá- 
veis entre 20 e 77 anos de idade (894 homens e 152 mu- 
lheres), com padrão alimentar tipicamente chinês, ava- 
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Figura 23.2 Ação do heterodimero ABCG5/ABCG8 no efluxo de colesterol no lumen intestinal e na formação da bile. ABCG5/ABCG8: transportado- 
res cassete de ligação de ATP subfamília G, membros 5 e 8; ATP: trifosfato de adenosina; BSEP: bomba de saída de sais biliares; FC: fosfatidilcolina; 


MDR3: proteína codificada pelo gene ABCG4. Fonte: Sarkadi et al. 


liou os polimorfismos já mencionados e a relação com 
o perfil lipídico e a resistência à ação da insulina. O po- 
limorfismo Asp19His no gene do ABCG8 apresentou 
relação com as concentrações de colesterol total, de 
LDL-c e com o índice HOMA-IR. O genótipo heterozi- 
goto, após ajuste por sexo e idade, associou-se significa- 
tivamente com esses marcadores em relação aos indiví- 
duos homozigotos selvagens. Os autores sugerem que 
esse polimorfismo possa ser um marcador para hiper- 
colesterolemia, para altas concentrações de LDL-c e 
para resistência à ação da insulina.” Gylling et al.,º ao 
investigarem homens e mulheres moderadamente hi- 
percolesterolêmicos, também encontraram resultados 
concordantes com os de Chen et al.” 

Um estudo crossover, com 51 mulheres na pré-me- 
nopausa e 40 homens norte-americanos, avaliou o papel 
do polimorfismo Gln604Glu no gene do ABCG5 na res- 
posta ao consumo de colesterol e carotenoides prove- 
nientes de ovos. A intervenção foi realizada durante 30 
dias, com uma unidade de ovo integral liofilizado (640 
mg de colesterol e 600 mg de luteína) ou ovo liofilizado 
sem gordura (placebo) por dia. O período de washout foi 
de três semanas. Os indivíduos homozigotos selvagens 


apresentaram aumento significativo nas concentrações 
de LDL-c e tendência de aumento nas concentrações de 
luteína após a intervenção em relação aos heterozigotos 
e homozigotos para a variante. Apesar do número restrito 
de participantes, os autores sugerem um provável efeito 
desse SNP na absorção dos carotenoides e do colesterol 
de origem alimentar. 

Diante do exposto, é plausível admitir o efeito dos 
polimorfismos nos genes do ABCG5 e ABCG8 nas con- 
centrações de lipídios sanguíneos e, consequentemente, 
no risco cardiovascular. 


PLIN 


A PLIN, proteína que recobre a superfície das goti- 
culas de gordura, está relacionada ao controle da lipóli- 
se. A isoforma PLINS tem sido associada à regulação da 
lipólise de TG nas células do músculo esquelético, de 
acordo com a demanda energética, e também à sensibi- 
lidade à insulina.» A PLIN5 também é reconhecida como 
reguladora fisiológica do metabolismo de TG e colesterol 
nos hepatócitos via fator de transcrição SREBP2 (proteína 
ligadora do elemento regulado por esteróis 2). Nos perío- 


dos de jejum, a PLINS regula a lipólise de TG no tecido 
adiposo. Por outro lado, em casos de redução da expressão 
da PLINS, a sinalização do fator de transcrição SREBP2 
aumenta a expressão da HMGCR com vistas à homeostase 
do colesterol. Nesse sentido, essa proteína tem sido inves- 
tigada quanto ao uso terapêutico em pacientes usuários de 
estatinas para o controle do perfil lipídico.” 

Há evidências consistentes da relação entre a triglice- 
ridemia pós-prandial e o risco cardiovascular. Com base 
nisso, Perez-Martinez et al.” avaliaram se os polimorfis- 
mos 6209T>C (rs2289487) no gene da PLIN1, 11482G>A 
(rs894160) no gene da PLIN4, 13041A>G (r1s2304795) 
no gene da PLINS e 14995A>T (rs1052700) no gene da 
PLIN6 influenciam o metabolismo pós-prandial de lipi- 
dios em duas populações de etnia branca. A amostra ana- 
lisou 271 norte-americanos (ambos os sexos) e 88 ho- 
mens espanhóis, adultos e saudáveis. Os indivíduos 
realizaram um teste de carga oral de lipídios, e concen- 
trações de colesterol total, TG e TG nas lipoproteínas 
plasmáticas foram mensurados em jejum e na fase 
pós-prandial. Em ambas as populações, os indivíduos 
carreadores do alelo variante para o SNP 6209T>C no ge- 
ne da PLINI apresentaram menores concentrações 
pós-prandiais de TG em relação aos homozigotos selva- 
gens. Entre os espanhóis, os carreadores do alelo variante 
para o SNP 11482G>A no gene da PLIN4, em compara- 
ção aos homozigotos selvagens, também tiveram menores 
concentrações pós-prandiais de TG. Os dois estudos indi- 
cam possível associação entre esses polimorfismos nos 
genes da PLIN1 e PLIN4 com uma resposta pós-prandial 
aos TG mais lenta, o que pode contribuir para menor ris- 
co aterogênico em pessoas saudáveis. 


SREBP 


A SREBP tem ação reguladora no metabolismo do 
colesterol e apresenta-se em três isoformas: SREBP-la 
e SREBP-1c, codificadas pelo mesmo gene (SREBF1), e 
SREBP-2, codificada por um segundo gene (SREBF2). A 
SREBP-la está envolvida no metabolismo do colesterol 
e dos ácidos graxos, a SREBP-1c atua na regulação de 
genes envolvidos na biossíntese de ácidos graxos e na 
diferenciação celular dos adipócitos e a SREBP-2 age na 
regulação dos genes envolvidos na homeostase do coles- 
terol. As SREBP são ativadas quando as concentrações 
intracelulares de colesterol diminuem. 

Em razão da natureza de sua ação, polimorfismos nos 
genes da SREBP podem alterar o perfil lipídico e o risco 
para DCV.” Um estudo com chineses de ambos os se- 
xos, com idade média de 58 anos, observou associação 
entre o SNP 1784G>C (rs2228314) no gene da SREBP-2 
e o perfil lipídico. No entanto, o resultado foi encontrado 
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apenas em mulheres hipercolesterolêmicas. Nesse grupo, 
as carreadoras do alelo C apresentaram maiores con- 
centrações de colesterol total, LDL-c e HDL-c, em com- 
paração às não carreadoras.* 

Em outro estudo, apesar de não ter sido encontrada 
associação entre o perfil lipídico e o SNP 1784G>C no 
gene da SREBP-2, Robinet et al.” observaram relação en- 
tre a presença do alelo C e a espessura da íntima-média 
da carótida (carotid IMT — marcador de aterosclerose) 
em homens franceses, de 28 a 66 anos de idade, apresen- 
tando fatores de risco cardiovascular (dislipidemias, hi- 
pertensão e/ou tabagismo). Os autores sugeriram que 
esse SNP possa aumentar o risco de desenvolvimento de 
aterosclerose mesmo sem alterar o perfil lipídico. 

Fan et al. estudaram a relação entre o SNP 1784G>C 
no gene da SREBP-2 e o risco de morte cardíaca súbita 
em homens finlandeses com idade média de 52 anos. 
Quando esse polimorfismo foi avaliado individualmente, 
não foi encontrada associação com o risco em questão. 
No entanto, os autores observaram que a combinação do 
alelo C desse SNP com o alelo G do SNP 2386A>G no 
gene da SCAP (proteína ativadora da clivagem da SREBP) 
foi associada a maior risco de morte cardíaca súbita. Os 
autores sugerem que o risco aumentado esteja relaciona- 
do à presença de lesões ateroscleróticas mais complicadas 
e de trombose nesses indivíduos. 

Quanto à SREBP-la, em um estudo com homens 
franceses de 28 a 65 anos de idade apresentando fatores 
de risco cardiovascular (dislipidemia, hipertensão e/ou 
tabagismo), observou-se associação entre o polimorfis- 
mo de deleção no par de base -36 no sítio de iniciação de 
tradução (-36delG) e o perfil lipídico. O alelo G foi rela- 
cionado a maiores concentrações de colesterol total e 
LDL-c nesses indivíduos. Além disso, observou-se rela- 
ção gene-gene, uma vez que houve interação dessa dele- 
ção com o genótipo da APOE. Nos carreadores do alelo 
£4 para o gene da APOE, as concentrações de APOB e 
LDL-c foram maiores nos indivíduos com alelo G-. Os 
autores sugeriram, dessa forma, que a SREBP-la e a 
APOE agem em conjunto na modulação do metabolismo 
das lipoproteínas sanguíneas.” 

Laaksonen et al., em estudo realizado com 95 indi- 
víduos finlandeses hipercolesterolêmicos de 26 a 69 anos 
de idade, de ambos os sexos, relataram associação entre o 
SNP sinônimo 952Gly/Gly (rs2297508) no gene da 
SREBP-1 e o metabolismo do colesterol. Os carreadores 
do genótipo CC apresentaram maior síntese de colesterol 
que os indivíduos que carreavam um ou dois alelos va- 
riantes (CG ou GG), reforçando a hipótese de relações 
entre polimorfismo no gene da SREBP-1 e o perfil lipídi- 
co. Esse resultado foi observado apenas nos homens, su- 
gerindo também uma ação sexo-dependente. 
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Outro estudo também avaliou as interações entre o 
SNP 952Gly/Gly no gene da SREBP-Ic e uma dieta rica 
em carboidratos sobre o perfil lipídico de chineses de 
ambos os sexos com idade média de 22,9 anos. Após 6 
dias consumindo a dieta com 70% de carboidratos e sem 
restrição de energia, homens carreadores do alelo C apre- 
sentaram maiores concentrações de HDL-c e menores 
concentrações de APOB100. Nas mulheres carreadoras 
do genótipo GG, observou-se aumento das concentra- 
ções de TG, insulina e do indice HOMA-IR após a dieta.” 

Os estudos têm encontrado, portanto, associações 
entre polimorfismos nos genes da SREBP-1 e SREBP-2 e 
o perfil lipídico dos indivíduos, bem como outros fatores 
de risco cardiovascular. Essa associação parece ser modu- 
lada pelas interações entre diversos genes e entre genes e 
fatores relacionados à alimentação. 


PPAR 


Os PPAR são receptores nucleares que atuam como 
fatores de transcrição. As isoformas conhecidas são 
PPAR-alfa, expressa nos rins, fígado, coração e músculos; 
PPAR-beta ou delta, expressa principalmente no múscu- 
lo esquelético e coração; e PPAR-gama, sob as isoformas 
PPAR-gama 1, PPAR-gama 2 e PPAR-gama 3, expressas 
de maneira abundante no tecido adiposo, intestino gros- 
so e rins.“ 

Os PPAR ligam-se a agonistas específicos, chamados 
de ativadores de PPAR (PGC). O papel desses receptores 
no metabolismo lipídico e no processo inflamatório tem 
sido elucidado no contexto das DCV por meio do estudo 
do controle transcricional de alguns genes. Uma vez ati- 
vados pelos agonistas, os PPAR modulam a expressão de 
genes ao ligarem-se ao elemento de resposta ao PPAR 
(PPRE) na região promotora desses genes. A indução efe- 
tiva da transcrição depende, ainda, da ligação do PPAR 
ao receptor do ácido retinoico 9-cis (RXR).º 

Os ácidos graxos poli-insaturados (AGPI), como o 
ácido araquidônico e seus derivados eicosanoides (pros- 
taglandinas, tromboxanos e leucotrienos), são ativadores 
endógenos dos PPAR. Desse modo, desempenham fun- 
ção essencial sobre as respostas imune e inflamatória. 


PPARA 
Os polimorfismos mais estudados no gene do 


PPAR-alfa são o Leul62Val (rs1800206) e o A>C no ín- 
tron 1 (rs135539). O primeiro é mais investigado em rela- 
ção às dislipidemias e aos fatores de risco cardiovascular. 

A lipoproteína (a) — Lp(a) — uma lipoproteína de 
baixa densidade, é considerada fator de risco indepen- 
dente para a aterosclerose. Com o objetivo de investigar 
possíveis relações entre os SNP do gene do PPAR-alfa e 


gama e as concentrações plasmáticas de Lp(a), Xie et al.” 
avaliaram 644 chineses adultos. Em relação ao polimor- 
fismo Leul62Val no gene do PPAR-alfa, os indivíduos 
homozigotos selvagens (Leu/Leu) apresentaram concen- 
trações plasmáticas médias de Lp(a) maiores em relação 
aos carreadores do alelo variante (Leu/Val e Val/Val). A 
análise de regressão multivariada também apontou as- 
sociação significativa entre as concentrações plasmáticas 
de Lp(a) e os polimorfismos Leul62Val e rs135539 no 
gene do PPAR-alfa e 681C>G (rs10865710), Pro40Ala 
(rs1805192) e rs4684847 (SNP intrônico) no gene do 
PPAR-gama. Os autores sugeriram que esses polimorfis- 
mos estejam envolvidos na regulação das concentrações 
de Lp(a), isoladamente ou de maneira cumulativa, de 
modo a influenciar o risco para hipertensão arterial, ate- 
rosclerose e dislipidemias. 

No Brasil, Mazzotti et al. avaliaram 570 indivíduos 
adultos quanto ao polimorfismo Leul62Val e variáveis 
antropométricas e bioquímicas. A frequência do alelo va- 
riante (Val) foi de 0,052 e sua presença foi significativa- 
mente associada às dislipidemias em relação aos homozi- 
gotos selvagens. 


PPARG 
Os polimorfismos mais descritos na literatura para o 


gene do PPAR-gama são 681C>G, Pro40Ala, rs4684847 e 
Prol2Ala (rs1801282). Destes, o último é o mais frequen- 
temente estudado e explorado em relação a metabolismo 
lipídico, obesidade, diabete tipo 2 e fatores de risco car- 
diovascular. 

O polimosfirmo Pro12Ala resulta da troca de uma ci- 
tosina por uma guanina na posição 34 do gene, no éxon 2, 
com consequente troca de prolina por alanina na posição 
12 da proteína traduzida. Yen et al., em 1997, foram pio- 
neiros ao triar os polimorfismos da região codificadora do 
gene do PPAR-gama em 26 indivíduos caucasianos com 
diabete tipo 2. A frequência do alelo variante Ala foi de 0,12 
em caucasianos americanos, de 0,10 em mexicanos-ameri- 
canos, de 0,08 em samoanos, de 0,03 em afro-americanos, 
de 0,02 em nauruanos e de 0,01 em chineses. 

Rosado et al.” avaliaram o efeito dos SNP PPARG 
Prol2Ala e Gln27Glu (rs1042714) no gene do receptor 
beta-adrenérgico 2 (ADRB2) sobre o gasto de energia, a 
composição corporal e o comportamento alimentar em 60 
brasileiras adultas. A oxidação de lipídios e a sensação de 
saciedade foram significativamente maiores nas pacientes 
carreadoras do alelo variante Ala em relação às homozigo- 
tas selvagens (Pro/Pro) em relação ao SNP PPARG Prol2A- 
la. Desse modo, a presença do alelo variante no gene do 
PPAR-gama 2 parece ser positiva no metabolismo lipídico. 

Um estudo conduzido na Coreia avaliou 302 pacien- 
tes com AVE isquêmico, 283 controles saudáveis e 141 


pacientes com diabete tipo 2 sem AVE isquêmico quanto 
ao polimorfismo Prol2Ala. A frequência do genótipo 
Pro/Ala em pacientes com AVE isquêmico com diabete 
tipo 2 foi significativamente diferente (2,3%) em relação 
aos controles (9,9%) e aos diabéticos tipo 2 sem AVE is- 
quêmico (8,5%). Entretanto, a análise de regressão mul- 
tivariada não detectou associação significativa desse poli- 
morfismo com AVE isquêmico. Ainda assim, os resultados 
indicaram que o genótipo Pro/Ala (heterozigoto) pode 
estar associado à redução do risco de AVE isquêmico e 
exercer efeito protetor em pacientes diabéticos com AVE 
isquêmico.” 

Apesar dos resultados ainda controversos, novos es- 
tudos que investiguem esse polimorfismo devem ser en- 
corajados, uma vez que a influência sobre o risco cardio- 
vascular já é confirmada. 


A1/C3/A4/A5 


Os genes das APOA1, C3, A4 e A5 estão localizados 
na região cromossômica 11q23-q24 em cluster, o qual pa- 
rece estar relacionado ao desenvolvimento de hipertrigli- 
ceridemia, aterosclerose e DAC.**” Polimorfismos nos 
genes que compõem esse cluster têm sido descritos como 
moduladores do perfil lipídico sérico.* Dessa forma, 
SNP nos genes do cluster Al/C3/A4/A5 já foram associa- 
dos a alterações nas concentrações de HDL-c, LDL-c, TG, 
colesterol total, APOAI e APOB.*”*””? Os genes desse 
cluster também parecem estar envolvidos na determina- 
ção do tamanho das partículas de LDL, fortemente rela- 
cionadas ao risco cardiovascular. No entanto, os resulta- 
dos dos estudos permanecem controversos. 


APOA1 
A APOAI é uma proteína de 243 aminoácidos, sinte- 


tizada, principalmente, no fígado e no intestino, e repre- 
senta o maior componente proteico da HDL. A APOAI 
age como ativadora da enzima lecitina colesterol acil- 
transferase (LCAT), responsável pela esterificação do co- 
lesterol, auxiliando o transporte reverso desse lipidio.” 
Por estar envolvida no transporte reverso do colesterol, a 
APOAI apresenta papel protetor contra DCV.º87%74 

Mais de 40 polimorfismos no gene da APOAI já fo- 
ram identificados, alguns deles relacionados a alterações 
no perfil lipídico sérico.”>* Entre os SNP descritos para 
esse gene, um dos mais estudados é 0 -75G>A (rs670 ou 
rs1799837). O alelo A, menos frequente, parece estar re- 
lacionado com as concentrações séricas de APOAI e de 
HDL-c. No entanto, os resultados dos estudos em relação 
a esse SNP permanecem controversos, possivelmente em 
razão de interações com fatores ambientais capazes de 
modular o efeito do SNP.*”” 


Doenças cardiovasculares: enfoque nas dislipidemias 


Em um estudo com indianos, de ambos os sexos, 
com idade média de 52,1 anos, o alelo variante (A) relati- 
vo ao SNP -75G>A foi associado a menores concentra- 
ções de HDL-c e de APOAI e ao desenvolvimento de 
DAC.” Com resultado semelhante, estudo com adultos 
da coorte de Framingham, de ambos os sexos, com idade 
média de 54,6 anos, observou que as mulheres carreado- 
ras do alelo A apresentaram menores concentrações de 
HDL-c em relação àquelas com genótipo GG.” Entretan- 
to, em um estudo com adultos brasileiros, não foi encon- 
trada relação entre esse SNP e as concentrações séricas de 
HDL-c. Essa associação foi observada apenas quando o 
polimorfismo foi combinado a SNP nos genes da CETP e 
da SCARB1.”° 

De acordo com Ordovas et al.,” os efeitos do SNP 
-75G>A no gene da APOAI podem ser modulados pela 
ingestao de AGPI. Esses pesquisadores verificaram que 
mulheres da coorte de Framingham, carreadoras do alelo 
A, apresentaram maiores concentrações de HDL-c quan- 
do houve consumo elevado de AGPI (> 8% em relação ao 
VET da dieta). No entanto, quando o consumo de ôme- 
ga-3 foi baixo (< 4% do VET), os carreadores do genóti- 
po GG apresentaram concentrações de HDL-c 14% 
maiores em relação aos carreadores do alelo A. A equação 
de regressão exposta pelos autores sugere que, para cada 
aumento de 1% no consumo de AGPI em relação ao VET, 
as concentrações de HDL-c aumentaram em 0,046 
mmol/L nas carreadoras do alelo A. 

Rudkowska et al.” realizaram estudo com inuítes e 
avaliaram a variação no perfil lipídico em resposta ao 
consumo de lipídios totais e saturados e sua interação 
com polimorfismos, incluindo alguns localizados no ge- 
ne da APOAI. Entre os indivíduos que mantinham uma 
alimentação rica em lipídios totais e saturados, os carrea- 
dores do genótipo heterozigoto (GA) relativo ao SNP 
-75G>A apresentaram maiores concentrações de LDL-c e 
os indivíduos com genótipo CC em relação ao SNP 84T/C 
(rs5070) apresentaram menores concentrações de HDL-c 
em comparação aos carreadores dos genótipos selvagens. 

O SNP -75G>A, um dos mais estudados no gene da 
APOAI, parece influenciar o perfil lipídico, especifica- 
mente as concentrações de HDL-c e de APOAI, além do 
risco de desenvolvimento de DAC. Essa ação é dependen- 
te de interações com o consumo alimentar e a relação 
entre os dois fatores (genético e ambiental) precisa ser 
mais explorada por novas pesquisas. 


APOC3 
A APOC3 faz parte da composição das lipoproteínas 


ricas em TG (QM e VLDL) e da HDL. Ela é produzida 
principalmente no fígado e, em menor quantidade, no 
intestino delgado. Seu papel no metabolismo lipídico 
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envolve a inibição da atividade da LPL e da LIPC, enzimas 
que metabolizam os TG e facilitam sua remoção da circu- 
lação. A APOC3 também parece interferir na ligação da 
APOE a seus receptores e estimular a produção de VLDL. 
Em razão desses fatores, as concentrações plasmáticas da 
APOC3 estão diretamente relacionadas às concentrações 
de TG.**”*” Alguns polimorfismos no gene da APOC3 
parecem estar relacionados ao perfil lipídico sérico.” 

Em um estudo com chineses Han de ambos os sexos, 
com idade média de 22,9 anos, foram observadas rela- 
ções entre o polimorfismo SstI S1/S2 (3238C>G) na re- 
giao 3°UTR do gene da APOC3 (rs5128) e o metabolismo 
lipídico. Nesse estudo, indivíduos carreadores do alelo S2 
apresentaram menores concentrações de HDL-c e maio- 
res concentrações de TG. Dessa forma, a razão TG/HDL- 
-c foi maior nesses indivíduos quando comparados aos 
carreadores do genótipo S1S1. Esse resultado foi observa- 
do apenas nas mulheres, sugerindo associação sexo-de- 
pendente. Após seguir dieta rica em carboidratos (70% 
em relação ao VET), as mulheres carreadoras do alelo S2 
apresentaram aumento significativo da razão TG/HDL-c 
em relação ao período anterior à dieta. Nas mulheres 
com genótipo S1S1, esse aumento não foi observado. Os 
autores sugeriram que a dieta rica em carboidratos inten- 
sifica os efeitos deletérios provocados pelo alelo S2.% 

Por outro lado, estudos com populações étnicas 
diferentes verificaram influência do alelo S2 também no 
perfil lipídico de homens, sugerindo ação não somente 
sexo-dependente, mas também relacionada à etnia.” 

Em um estudo com inuítes, Rudkowska et al.” ob- 
servaram que os carreadores do alelo S1 relativo ao SNP 
SstI S1/S2 apresentaram maiores concentrações de LDL- 
-c em resposta a uma alimentação rica em lipídios totais 
e saturados. O mesmo grupo de pesquisadores avaliou a 
relação entre o SNP rs5128, o perfil lipídico sérico e a 
concentração de ômega-3 nos eritrócitos (ácido eicosa- 
pentaenoico [EPA], ácido docosapentaenoico [DPA] e 
ácido docosa-hexaenoico [DHA]). Os autores observa- 
ram que os carreadores do alelo variante (S2 ou G) com 
percentual elevado de AGPI ômega-3 (EPA, DHA e 
DPA) nos eritrócitos apresentavam maiores concentra- 
ções de APOB100 e maior razão colesterol total/HDL-c, 
sugerindo que, para esses indivíduos, o alto consumo de 
ômega-3 pode não ser benéfico.” 

Os estudos sugerem, portanto, associação entre o 
SNP SstI S1/S2 no gene da APOC3 e o perfil lipídico dos 
indivíduos. Essa relação é dependente de sexo, etnia e há- 
bitos alimentares. 


APOA4 
A APOA4 está presente em QM e na HDL e seu papel 


no metabolismo lipídico ainda não está claramente defi- 


nido.” No entanto, é proposta uma ação antiaterogênica 
para essa apolipoproteína. A APOA4 parece influenciar a 
absorção de lipídios provenientes da alimentação e a for- 
mação de QM, bem como modular a ativação da LPL pela 
APOC2 e ativar a LCAT, que participa do transporte re- 
verso do colesterol.” A síntese de APOA4 pelo intestino é 
estimulada pela absorção de ácidos graxos de cadeia lon- 
ga.® Polimorfismos no gene da APOA4 parecem relacio- 
nar-se ao perfil lipídico sérico.” 

Delgado-Lista et al.” observaram, em homens espa- 
nhóis normolipidêmicos, de 18 a 33 anos de idade, asso- 
ciação entre polimorfismos e perfil lipídico pós-prandial. 
Nesse estudo, indivíduos com genótipo heterozigoto pa- 
ra os SNP Asn147Ser (rs5104) e Thr29Thr (rs5092) apre- 
sentaram menores concentrações de APOA1 que aqueles 
com genótipo homozigoto selvagem. Os efeitos desses 
SNP não se mostraram independentes um do outro. Os 
autores sugerem que SNP no gene da APOA4 influen- 
ciam, de alguma forma, a disponibilidade de HDL no es- 
tado pós-prandial e, ainda, que a influência dos SNP no 
gene da APOA4 sobre as concentrações de APOAI possa 
ocorrer em razão de modificações na transferência de TG 
dos QM para as moléculas de HDL ou da diminuição da 
síntese da APOAI no estado pós-prandial. 

Um estudo com inuítes avaliou a associação entre 
uma variação no gene da APOA4 — SNP Asn147Ser (440 
G/A — rs5104) —, a concentração de ômega-3 (EPA, DHA 
e DPA) nos eritrócitos e o perfil lipídico sérico. Obser- 
vou-se relação direta entre as concentrações de ômega-3 
nos eritrócitos e as concentrações sanguíneas de 
APOB100 em carreadores do alelo G. Quando as concen- 
trações de ômega-3 nos eritrócitos e o perfil lipídico fo- 
ram avaliados na população total, sem a classificação ge- 
notípica, essa relação não foi observada. Os autores 
sugerem que os carreadores do alelo variante para esse 
polimorfismo apresentam maior sensibilidade a altera- 
ções no consumo de lipídios.” 

Buscando relacionar o consumo de lipídios com o ris- 
co cardiovascular, Canales et al.® avaliaram, em estudo do 
tipo crossover, adultos espanhóis saudáveis quanto ao po- 
limorfismo Gln360His (rs5110) no gene da APOA4. Esses 
indivíduos seguiram dois tipos de dieta, a primeira in- 
cluindo o consumo de carne com baixo teor de lipídios e 
a segunda, a ingestão de carne adicionada de pasta de no- 
zes. Cada intervenção foi seguida por cinco semanas, com 
um intervalo de quatro a seis semanas entre elas. A dieta 
incluindo carne com pasta de nozes continha maior pro- 
porção de AGPI, menor razão ômega-6/ômega-3 e menor 
proporção de ácidos graxos saturados. Marcadores de 
agregação plaquetária, de produção de eicosanoides e de 
trombogênese foram avaliados. Os autores concluíram 
que a substituição de carnes com baixo teor de gordura 


por carnes enriquecidas com pasta de nozes pode auxiliar 
na diminuição do risco trombogênico em adultos. No en- 
tanto, esse efeito foi modulado pelo polimorfismo Gl- 
n360His, uma vez que, quando consumiram a dieta com 
carne e pasta de nozes, os indivíduos carreadores do alelo 
selvagem (Gln) apresentaram maior diminuição na pro- 
dução de tromboxano B2 (que favorece a agregação pla- 
quetária) quando comparados aos indivíduos homozigo- 
tos para a variante (His). No entanto, em relação à 
produção de prostaciclina I2 (inibidora da agregação pla- 
quetária), os carreadores do alelo variante (His) apresen- 
taram produção reduzida no período em que consumi- 
ram a dieta contendo carne com nozes, enquanto os 
carreadores do alelo selvagem (Gln) apresentaram au- 
mento dessa produção. A agregação plaquetária diminuiu 
em todos os indivíduos após o período de intervenção, 
independentemente do genótipo.” 

Os estudos aqui apresentados sugerem associação 
entre SNP no gene da APOA4 e o perfil lipídico dos indi- 
víduos por ações no metabolismo lipídico moduladas 
pelo consumo alimentar. Além disso, polimorfismos nes- 
se gene parecem envolver-se com o risco trombogênico, 
um fator relacionado ao risco cardiovascular. 


APOA5 
A APOAS é sintetizada no fígado e encontrada, prin- 


cipalmente, nas moléculas de HDL, mas também pode 
ser transferida para as VLDL no estado pós-prandial. Ela 
está envolvida no metabolismo das lipoproteínas ricas 
em TG e, para isso, dois mecanismos de ação foram pro- 
postos na literatura. O primeiro envolve a síntese de 
VLDL e o segundo sugere a participação da APOA5 como 
ativadora da lipólise de TG pela LPL.*"* Sua concentração 
plasmática relaciona-se inversamente às concentrações 
de TG,” e é menor em relação às demais apolipoproteí- 
nas. 

Com base em cinco SNP no gene da APOAS 
(-1131T>C, -3A>G, 56C>G ou Serl9Trp, 476G>A, e 
1259T>C), foram definidos três haplótipos comuns: 
APOAS-1, APOA5-2 e APOA5-3. Em um estudo com ho- 
mens espanhóis saudáveis, com idade média de 23 anos, 
os carreadores dos haplótipos APOA5-2 e 3 apresenta- 
ram maiores concentrações pós-prandiais de TG e de li- 
poproteínas ricas em TG em comparação aos carreadores 
do haplótipo APOA5-1. Os autores sugeriram que os ha- 
plótipos 2 e 3 estão associados a maior resposta pós-pran- 
dial, o que pode resultar em maior risco de desenvolvi- 
mento de DAC e, ainda, que esse fato está associado aos 
alelos C e G (ou Trp) dos SNP 1131T>C e Ser19Trp, res- 
pectivamente.* 

Em estudo realizado com indivíduos americanos de 
ambos os sexos com idade média de 59,3 anos, o SNP 


Doenças cardiovasculares: enfoque nas dislipidemias 


Ser19Trp no gene da APOAS relacionou-se às concentra- 
ções de HDL-c, de APOAI e ao desenvolvimento de ate- 
rosclerose. Os indivíduos carreadores do genótipo hete- 
rozigoto apresentaram maior risco cardiovascular. 

Andrade et al.*' avaliaram interações entre o SNP 
Ser19Trp (rs3135506) em brasileiros de ambos os sexos 
com idade média de 43,3 anos. Carreadores do alelo Trp 
apresentaram maiores concentrações de TG que os não 
carreadores. Essa relação foi mais intensa nas mulheres, 
principalmente no período da menopausa. Os autores 
observaram, ainda, a interação gene-gene entre esse SNP 
da APOAS e o genótipo da APOE. Entre carreadores do 
alelo Trp, o aumento das concentrações de TG foi inten- 
sificado pela presença do alelo s4 relativo ao gene da 
APOE. Os autores não encontraram associação do SNP 
Ser19Trp e hábitos de vida (tabagismo, sedentarismo e 
consumo de álcool) com o perfil lipídico. 

Para o SNP -1131 T>C (rs662799), os carreadores do 
alelo C parecem apresentar maiores concentrações plas- 
máticas de TG e de VLDL-c e menores concentrações de 
HDL-c e de APOAS, além de apresentarem moléculas de 
VLDL maiores e LDL menores, as quais são relacionadas 
ao aumento do risco para DCV. Além disso, Kang et 
al.ºº verificaram que esse polimorfismo interage com fato- 
res alimentares, resultando em diferentes perfis lipídicos. 
Os autores avaliaram os efeitos desse SNP sobre as con- 
centrações séricas de APOAS e de TG em coreanos de am- 
bos os sexos, com glicemia de jejum aumentada e que se- 
guiram dieta com diferentes fontes de carboidratos (grãos 
integrais e legumes — intervenção; e arroz branco — con- 
trole) por 12 semanas. Os indivíduos que seguiram dieta 
rica em grãos integrais e hortaliças apresentaram aumen- 
to nas concentrações de HDL-c e de APOAS, independen- 
temente do genótipo. Quanto ao grupo controle, os car- 
readores do alelo C apresentaram aumento nas 
concentrações de TG e de APOA5, marcadores que per- 
maneceram inalterados nos indivíduos T'T. Dessa forma, 
os autores concluíram que indivíduos com glicemia de 
jejum alterada e carreadores do alelo C são mais suscetí- 
veis aos efeitos adversos de uma dieta contendo arroz 
branco e apresentam maior predisposição ao aumento 
das concentrações de TG, mesmo quando há aumento da 
APOAS, em comparação a indivíduos TT. 

Lai et al.** encontraram associação entre o SNP -1131 
T>C, o consumo de AGPI (>6 ou <6% do VET) e as con- 
centrações de TG em adultos de ambos os sexos partici- 
pantes da coorte de Framingham. Carreadores do alelo C 
apresentaram maiores concentrações de TG apenas 
quando o consumo de AGPI foi superior a 6% do VET. 
Quando esse consumo foi inferior a 6% do VET, não foi 
encontrada diferença nas concentrações de TG entre os 
indivíduos com diferentes genótipos. Essa interação foi 
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atribuída ao aumento do consumo de AGPI ômega-6, já 
que a ingestão de ômega-3 não foi associada ao aumento 
das concentrações de TG. Dessa forma, os autores relata- 
ram o papel dos AGPI na modulação dos efeitos genéti- 
cos sobre o perfil lipídico plasmatico.” 

No estudo de Mattei et al., realizado com adultos 
porto-riquenhos, nenhuma diferença no perfil lipídico 
sérico foi encontrada em função do genótipo dos indi- 
víduos com relação ao SNP -1131 T>C. No entanto, no 
grupo que tinha o consumo de lipídios superior a 31% 
em relação ao VET, os carreadores do alelo C apresenta- 
ram maiores concentrações de TG e de colesterol total 
em relação aos indivíduos TT. Por outro lado, essa dife- 
rença entre os genótipos não foi encontrada quando o 
consumo de lipídios estava abaixo de 31% do VET. Dessa 
forma, os autores sugeriram que, em relação ao perfil li- 
pídico sérico, indivíduos porto-riquenhos carreadores do 
alelo C podem se beneficiar mais do baixo consumo de 
lipídios que indivíduos com genótipo TT. Sugeriram ain- 
da que, nessa população, o SNP -1131 T>C no gene da 
APOAS provavelmente não apresenta papel direto na 
modulação do perfil lipídico, mas que essa ação depende 
da interação com a alimentação. 

Ainda em relação ao SNP -1131 T>C no gene da 
APOAS, Sánches-Moreno et al.” descreveram resultado 
controverso em relação aos demais estudos citados. Os au- 
tores encontraram relação inversa entre o consumo de li- 
pídios e as concentrações de TG e de VLDL-c em adultos 
espanhóis carreadores do alelo C com sobrepeso ou obesi- 
dade. Não houve associação entre o consumo alimentar e 
o perfil lipídico nos carreadores do genótipo TT. Os auto- 
res sugeriram que os carreadores do alelo C podem ser 
mais resistentes aos efeitos nocivos de uma alimentação 
rica em lipídios, mas ressaltaram que, na alimentação da 
população estudada, mais de 50% das calorias provenien- 
tes de lipídios eram oriundas do consumo de ácidos gra- 
xos monoinsaturados, com destaque para o azeite de oliva. 

Ao estudarem uma população inuíte, Rudkowska et 
al.” observaram relações entre alguns SNP, concentração 
de ácidos graxos ômega-3 (EPA, DHA e DPA) nos eritró- 
citos e perfil lipídico sérico. Entre os indivíduos que apre- 
sentam maiores concentrações de ômega-3 nos eritrócitos, 
os carreadores do alelo G relativo ao SNP -3A/G (rs651821) 
e os carreadores do alelo C relativo ao SNP -1131T/C 
apresentaram maiores concentrações de LDL-c, de 
APOB100 e da razão colesterol total/HDL-c, bem como 
menores concentrações de HDL-c. 

Já Hubacek et al.** e Paula et al.” não encontraram 
associações estatisticamente significativas entre SNP no 
gene da APOAS e o consumo de lipídios sobre o perfil 
lipídico sérico de adultos europeus e de idosas brasileiras, 
respectivamente. 


Polimorfismos no gene da APOAS parecem, portan- 
to, exercer efeitos sobre o perfil lipídico dos indivíduos, 
os quais são modulados pelo sexo, metabolismo hormo- 
nal e consumo alimentar. Além disso, o gene da APOAS 
mostrou interação com o gene da APOE na determina- 
ção do perfil lipídico e associação com o risco de desen- 
volvimento de aterosclerose. 


APOAZ 


A APOA2 é o segundo maior componente proteico 
da HDL e seu papel no metabolismo lipídico ainda não 
foi totalmente esclarecido. No entanto, parece influenciar 
a ação de enzimas do metabolismo lipídico (LIPC, CETP, 
LCAT); as concentrações sanguíneas de glicose, de ácidos 
graxos livres e de insulina; e o clearance de lipoproteínas 
ricas em TG. As partículas de HDL contendo APOA2 pa- 
recem ter ação reduzida em comparação àquelas conten- 
do APOAI, o que prejudica o metabolismo do colesterol. 
Apesar dos dados ainda apresentarem-se controversos, a 
APOA2 tem sido apontada como pró-aterogênica, rela- 
cionando-se com hipertrigliceridemia, obesidade e resis- 
tência à insulina. Entre os diversos polimorfismos no 
gene da APOA2 já descritos, o SNP -265T>C (rs5082) 
tem sido amplamente relacionado ao perfil lipidico.*”! 

Indivíduos com o genótipo CC para o polimorfismo 
-265T>C parecem apresentar menores concentrações 
dessa apolipoproteína e menor IMC. No entanto, no es- 
tudo de Corella et al.” com indivíduos adultos das coor- 
tes Framingham, The Genetics of Lipid Lowering Drugs 
and Diet Network Study e The Boston-Puerto Rican 
CPHHD Study, a relação entre o SNP e o IMC somente 
foi observada quando o consumo de ácidos graxos satu- 
rados foi elevado (> 22 g/dia), sugerindo papel modula- 
dor da alimentação sobre os efeitos do polimorfismo na 
composição corporal. Os indivíduos com genótipo CC 
também apresentaram maior consumo energético e de 
macronutrientes em comparação aos carreadores do ale- 
lo T. Os autores sugeriram que esse polimorfismo in- 
fluencia o consumo alimentar em obesos. 

Ainda em relação ao SNP -265T>C, Delgado-Lista 
et al.”! observaram, em homens espanhóis normolipidê- 
micos de 18 a 33 anos de idade, associação entre o poli- 
morfismo e o perfil lipídico pós-prandial (os indivíduos 
consumiram refeição rica em lipídios e enriquecida com 
vitamina A). Todos os homens participantes apresentavam 
genótipo €3/s3 relativo ao gene da APOE a fim de evitar 
interferéncias nos resultados. Nesse estudo, os carreadores 
do genótipo TT relativo ao SNP -265T>C apresentaram 
concentrações de TG mais elevadas no período pós-pran- 
dial quando comparados aos carreadores do alelo C. Os 
autores sugeriram que estes últimos apresentam menor 


resposta pós-prandial e, possivelmente, menor risco car- 
diovascular. 

Hooft et al.,? em estudo envolvendo homens suecos, 
saudáveis, de 50 anos de idade, observaram que os carrea- 
dores do alelo C para o SNP -265T>C apresentaram me- 
nores concentrações de APOA2 e de moléculas grandes de 
VLDL-c (esta última no período pós-prandial). Os autores 
relacionaram a menor concentração de APOA2 nesses in- 
divíduos à melhor capacidade de remoção de moléculas 
grandes de VLDL-c do plasma. Por fim, nesse estudo, o 
alelo C foi associado à menor circunferência da cintura, 
sugerindo papel modulador do SNP sobre a adiposidade 
visceral. 

Polimorfismos no gene da APOA2 parecem, portan- 
to, modular o perfil lipídico, especialmente no estado 
pós- -prandial, relacionando-se ao consumo alimentar e 
à composição corporal. 


APOB 


A APOB apresenta-se em duas formas: APOB48 
(produzida no intestino) e APOB100 (produzida no figa- 
do). A APOB48 esta presente nos QM e participa da ab- 
sorção e do transporte de lipídios para o fígado, enquanto 
a APOB100 age como ligante para o LDLr.” A APOB é a 
única apolipoproteina da LDL e é essencial para a produ- 
ção e a secreção de lipoproteínas ricas em TG.” 

Diversos polimorfismos no gene da APOB já foram 
associados ao desenvolvimento de hipercolesterolemia 
familiar. No estudo de Lye et al.,” realizado com adultos 
com idade média de 46,8 anos, de ambos os sexos, resi- 
dentes na Malásia, observou-se associação entre sete SNP 
(rs13306187, 1s13306194, 1s12714238, 1s12720772, 
1812720762, rs41291161 e rs12714254) no gene da APOB 
e o desenvolvimento de hipercolesterolemia familiar. O 
SNP rs12720762 foi associado com maior risco de desen- 
volvimento de hipercolesterolemia familiar, com odds 
ratio igual a 14,78. Já o SNP 1s57825321 foi relatado co- 
mo protetor contra o desenvolvimento da doença. Além 
disso, os SNP rs13306194 e rs57825321 foram associados 
às concentrações de HDL-c e 0 rs12720772 foi associado 
às concentrações de colesterol total e ao IMC. 

Em um GWAS utilizando dados de oito estudos po- 
pulacionais com adultos europeus, Waterworth et al.” 
encontraram forte associação entre variações no gene da 
APOB, concentrações séricas de LDL-c e risco para DAC. 
Com relação ao SNP rs1367117 (56C/T), os carreadores 
do alelo T parecem apresentar maiores concentrações de 
APOB, quando comparados aos indivíduos CC.” 

Kim et al.,” em estudo realizado com voluntários 
do Clear Study, relataram interação entre polimorfis- 
mos no gene da APOB e o consumo de colesterol sobre 
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as concentrações séricas de colesterol total. Para o SNP 
rs1042034 (Ser4338Asn), nos carreadores do alelo mais 
frequente, houve associação direta entre o consumo de 
colesterol e as concentrações sanguíneas de colesterol 
total. Os autores sugeriram que o SNP interfere na ab- 
sorção e/ou no metabolismo do colesterol ingerido. 

Outro estudo, realizado com uma população de inuí- 
tes de ambos os sexos e com idade média de 37 anos, 
encontrou relação entre o SNP Xbal (7673C>T ou Thr- 
2488Thr) (rs693) no gene da APOB e o perfil lipídico. 
Nesse caso, entre os indivíduos que mantinham uma ali- 
mentação rica em lipídios totais e em ácidos graxos sa- 
turados, os carreadores do alelo T apresentaram maior 
aumento de colesterol total e de LDL-c. Os autores aler- 
taram para o maior risco de desenvolvimento de hiper- 
colesterolemia nesses indivíduos.” 

Os estudos aqui abordados sugerem associações en- 
tre polimorfismos no gene da APOB e o desenvolvimen- 
to de hipercolesterolemia familiar, de DAC e o perfil lipí- 
dico, especialmente concentrações de APOB, LDL-c e 
colesterol total, sendo esses efeitos influenciados pelo 
consumo alimentar. 


APOE 


A APOE tem importancia fundamental no metabo- 
lismo das lipoproteinas ricas em TG e da HDL, uma vez 
que atua como ligante para o receptor de LDL, medeia a 
captação de QM e de remanescentes de VLDL e participa 
do transporte reverso do colesterol.” Entre os SNP no 
gene da APOE, os rs429358 e rs7412 são os mais estuda- 
dos e determinam três alelos comuns: £2 (10%), £3 (60%) 
e £4 (30%). Esses alelos dão origem a três isoformas da 
APOE (APOE2, APOE3 e APOE4), que diferem entre si 
pela composição em aminoácidos na estrutura da proteí- 
na.3898 

Nos últimos 30 anos, a relação entre o genótipo da 
APOE e o risco cardiovascular vem sendo intensamente 
estudada. Indivíduos carreadores do alelo s4 parecem 
apresentar aumento de 40 a 50% no risco cardiovascular 
em relação aos indivíduos ¢3/e3.” Esse risco provavel- 
mente encontra-se aumentado em razão das maiores 
concentrações de LDL-c e de TG apresentadas por esses 
indivíduos. Estima-se, ainda, que a variação alélica no ge- 
ne da APOE seja responsável por 5 a 7% das alterações 
nas concentrações de colesterol total em indivíduos cau- 
casianos saudaveis.**°”"*! Acredita-se que essa variação 
no perfil lipídico e no risco cardiovascular ocorra em ra- 
zão da maior afinidade da APOF4 por seus receptores em 
comparação às outras isoformas.” 

O genótipo da APOE também vem sendo estudado 
como modulador do efeito da ingestão de lipídios no 
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perfil lipídico individual.**°”"*' Os indivíduos carrea- 
dores do alelo £4 parecem ser mais responsivos a modifi- 
cações no consumo de lipídios totais, de colesterol, de 
óleo de peixe e de álcool. Além disso, a variabilidade na 
resposta ao consumo de dieta rica em carboidratos tam- 
bém vem sendo estudada.” 

No estudo de Carvalho-Wells et al.,” incluindo adul- 
tos do Reino Unido, os carreadores de um alelo ¢4 (c3/ 
£4) apresentaram maior redução nas concentrações de 
TG ao consumirem altas doses de DHA (3,7 g/dia) quan- 
do comparados a indivíduos ¢3/e3. Os autores sugerem 
que isso ocorra em razão da maior atuação da isoforma 
APOE4 na remoção de remanescentes de VLDL da circu- 
lação em comparação com as isoformas E2 e E3, as quais 
parecem ter maior atividade no metabolismo da HDL. 
Além disso, as concentrações iniciais de TG nos carrea- 
dores do alelo £4 eram mais elevadas. O mesmo estudo 
mostrou aumento das concentrações séricas de PCR em 
resposta ao maior consumo de ácidos graxos saturados 
apenas nos carreadores do alelo £4. Os autores sugeriram 
que os indivíduos €4/e4 representam um grupo com alta 
sensibilidade às alterações no consumo de lipídios. Con- 
cluiram, ainda, que a magnitude da interação entre o ge- 
nótipo da APOE e as mudanças nas concentrações de 
LDL-c em resposta à intervenção alimentar não é homo- 
gênea e, ainda, depende das doses de DHA administra- 
das, do perfil lipídico plasmático e do consumo habitual 
de lipídios. 

No estudo de Andrade et al., realizado com adultos 
brasileiros, os resultados foram inversos aos de Carva- 
lho-Wells et al.” O consumo frequente de AGPI foi asso- 
ciado a maiores concentrações de LDL-c e a menores con- 
centrações de HDL-c nos carreadores do alelo £4. Já nos 
carreadores do alelo €2, o consumo frequente de AGPI foi 
relacionado a menores concentrações de TG. Em homens 
que consumiam azeite de oliva frequentemente (uma vez 
por semana ou mais), as concentrações de LDL-c apresen- 
taram-se mais baixas apenas nos carreadores do alelo £2, 
ao passo que os demais indivíduos não se beneficiaram do 
consumo desse alimento. Por outro lado, o consumo fre- 
quente de azeite foi associado a aumento das concentra- 
ções de TG nos carreadores do £4. Os autores sugerem 
que a presença da isoforma E4 da APOE modifique o efei- 
to dos diferentes tipos de lipídios sobre o perfil lipídico 
individual. Ainda nesse estudo, o baixo consumo de ali- 
mentos ricos em lipídios e sacarose foi relacionado a me- 
nor concentração de colesterol total apenas nos carreado- 
res do alelo £2. Os carreadores dos alelos €2 e £3 
apresentaram menores concentrações de colesterol total 
quando o consumo de chocolate era frequente (uma vez 
por semana ou mais), mas nos carreadores do alelo £4 es- 
sa relação não foi observada. 


Erkkilä et al. também observaram associação entre 
o maior consumo de sacarose e concentrações mais ele- 
vadas de TG somente nos carreadores do alelo £2, em 
comparação com carreadores dos alelos £3 e £4. Os auto- 
res sugeriram que o alelo €2 esteja associado ao metabo- 
lismo prejudicado dos QM e de remanescentes de VLDL, 
contribuindo para a hipertrigliceridemia. Já o maior 
consumo de ácidos graxos saturados foi associado ao 
aumento do colesterol total apenas nos indivíduos car- 
readores do alelo £3. 

É notável, portanto, a associação entre as isoformas da 
APOE e o perfil lipídico sérico, a qual pode modificar o 
risco de desenvolvimento de DCV. Essa relação é influen- 
ciada pelos hábitos alimentares. Carreadores do alelo £4 
parecem ser mais sensíveis a mudanças no consumo de li- 
pídios, enquanto carreadores do alelo €2 parecem ser mais 
responsivos a mudanças no consumo de carboidratos. 


NUTRIGENÔMICA E DOENÇAS CARDIOVASCULARES 


O desenvolvimento tecnológico tem permitido avan- 
ços na compreensão dos mecanismos envolvidos nas inte- 
rações entre genes e nutrientes, especificamente da in- 
fluência da alimentação no padrão de expressão gênica 
(nutrigenômica). A tecnologia de microarrays fornece in- 
formações específicas sobre genes de interesse, e também 
permite a avaliação da expressão de vários deles simulta- 
neamente. Essa expressão está relacionada ao desenvolvi- 
mento de DCNT e pode ser regulada, entre outros fatores, 
pela alimentação. Sendo assim, já foi observado que dietas 
hipocalóricas podem regular a expressão de genes envol- 
vidos nas vias glicolíticas e lipídicas e, ainda, que a distri- 
buição de macronutrientes pode interferir na expressão 
de genes envolvidos nos processos inflamatórios. Com 
relação às DCV, já é reconhecida a relação entre o perfil de 
lipídios da alimentação e o fenótipo em relação ao perfil 
lipídico no sangue.'»'º? Nesse sentido, entre os padrões 
alimentares mais estudados em nutrigenômica e DCV, es- 
tá a dieta mediterrânea. 


Dieta mediterrânea 


2 


A dieta mediterrânea é um padrão alimentar com 
base em alto consumo de cereais integrais, frutas e hortali- 
ças in natura, nozes, castanhas e azeite de oliva extravir- 
gem; consumo moderado de peixes, aves e vinho tinto; e 
baixa ingestão de produtos lácteos, carnes vermelhas, do- 
ces e ácidos graxos saturados. 

Esse padrão alimentar tem sido relacionado a menor 
risco de desenvolvimento de DCV. Seu papel cardioprote- 
tor é atribuído aos ácidos graxos monoinsaturados, aos 
polifenóis e aos ácidos graxos ômega-3 e 9, os quais atuam 


por meio de mecanismos que envolvem interações entre 
genes e nutrientes.'” 

Um ensaio clínico randomizado, realizado na Espa- 
nha com adultos saudáveis, avaliou se os benefícios do 
consumo da dieta mediterrânea e do azeite de oliva extra- 
virgem estavam relacionados a alterações na expressão de 
genes associados à aterosclerose. Os participantes foram 
separados em três grupos: dieta mediterrânea associada a 
azeite de oliva (328 mg/kg de polifenóis), dieta mediterra- 
nea sem azeite de oliva (55 mg/kg de polifenóis) e dieta 
controle durante três meses. O primeiro grupo apresen- 
tou menor expressão de genes que codificam proteínas 
relacionadas com a resposta inflamatória e o estresse oxi- 
dativo: interleucina 7, interferon gama, proteínas ativado- 
ras de GTPases (Rho GTPases), receptor beta-adrenérgico 
e polimerase kapa em células mononucleares de sangue 
periférico em relação aos demais indivíduos. Os autores 
concluíram que o consumo de azeite de oliva incorporado 
no padrão de dieta mediterrânea pode favorecer mecanis- 
mos antitrombóticos e antiaterogênicos por diminuir a 
expressão de genes pró-aterogênicos.'" 

Outro estudo avaliou 450 participantes adultos de 
ambos os sexos (+ 54,5 anos de idade) da coorte LIPGE- 
NE (Espanha, França, Irlanda, Polônia, Noruega, Países 
Baixos, Reino Unido e Suécia), todos com síndrome me- 
tabólica. Os voluntários, separados em quatro grupos de 
intervenção alimentar, divididos de acordo com o pa- 
drão de lipídios (dieta padrão, alto teor de ácidos graxos 
saturados, alto teor de ácidos graxos monoinsaturados 
e suplementação com ômega-3), foram acompanhados 
por 12 semanas. A expressão do gene da óxido nítrico 
sintase endotelial (NOS3) foi significativamente menor 
após o período de intervenção entre os carreadores do 
alelo variante em relação ao polimorfismo Asp298Glu 
(rs1799983) no gene da NOS3. Esses indivíduos também 
apresentaram associação inversa entre o consumo de 
ômega-3 e as concentrações plasmáticas de TG. Os auto- 
res sugerem que esses indivíduos possam se beneficiar 
com a ingestão de ômega-3 para a redução das concen- 
trações sanguíneas de TG.” 

Gastaldi et al.'°° avaliaram a população do estudo de 
intervenção Medi-RIVAGE, em que 169 indivíduos fo- 
ram submetidos a 3 meses de intervenção alimentar. Fo- 
ram incluídos no estudo homens e mulheres franceses, 
de 22 a 70 anos, com risco cardiovascular moderado 
(apresentando hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, 
IMC elevado ou hipertensão). Os voluntários consumi- 
ram nesse período dieta com baixo teor de lipídios, se- 
guindo o modelo da dieta mediterrânea ou das recomen- 
dações da American Heart Association. Foram avaliadas 
as interações entre o consumo alimentar e os polimorfis- 
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mos Ala54Thr no gene da FABP2 e -493G/T no gene da 
proteína de transferência de TG microssomal (MTTP). 
Após o período de intervenção, os indivíduos homozigo- 
tos para a variante com relação ao SNP no gene da FABP2 
apresentaram maiores reduções nas concentrações da 
APOB (em jejum) em comparação aos demais indiví- 
duos. Em relação ao SNP no gene da MTTP, os indiví- 
duos com genótipo TT apresentaram maior redução das 
concentrações plasmáticas de ácidos palmítico (16:0) e 
oleico (18:1) e aumento das concentrações plasmáticas 
de ácido linoleico (18:2). Apenas os homens carreadores 
TT apresentaram aumento das concentrações de ácido 
esteárico (18:0). Os indivíduos TT também apresenta- 
ram maiores variações nos parâmetros bioquímicos após 
a dieta (diminuição das concentrações de APOB48, 
colesterol total, TG e fosfolipídios ricos em TG). Nesse 
estudo, os homens homozigotos para a variante MTTP 
foram mais responsivos às modificações dietéticas, suge- 
rindo ação específica por sexo. Os autores destacam que 
está descrita na literatura a associação entre o alelo T re- 
lativo ao gene da variante em relação ao gene MTTP e o 
aumento da expressão desse gene, bem como da produ- 
ção de lipoproteínas contendo APOB48. 

Considerando os aspectos abordados, nota-se que fa- 
tores relacionados à nutrigenômica e à nutrigenética 
agem concomitantemente para influenciar o perfil lipídi- 
co individual. Sendo assim, torna-se necessário o estudo 
simultâneo das duas ciências para que seja possível a 
compreensão acerca das interações entre o perfil genético, 
o consumo alimentar, o perfil lipídico individual e, con- 
sequentemente, dos riscos cardiovasculares. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os avanços em genômica nutricional têm direciona- 
do a elaboração de recomendações nutricionais persona- 
lizadas visando à redução do risco e ao tratamento das 
DCV, bem como de seus fatores de risco. Os genes rela- 
cionados ao metabolismo lipídico vêm sendo ampla- 
mente explorados nas últimas duas décadas. Entretanto, 
a construção do conhecimento acerca da relação ge- 
nes-nutrientes-ambiente é delicada e complexa. Os resul- 
tados de grandes estudos não podem ser extrapolados, 
uma vez que essa relação depende de fatores ambientais, 
como a própria alimentação, e das características de cada 
população. 

Desse modo, muitos esforços ainda são necessários 
para que o cuidado individual personalizado seja alcan- 
çado, inclusive condução de novos GWAS, uma vez que a 
gama de genes e SNP envolvidos nos mecanismos das 
DCNT é extensa. 
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INTRODUÇÃO 


A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 
as doenças cardiovasculares (DCV) — doenças crônicas 
não transmissíveis (DCNT) responsáveis pelo maior nú- 
mero de mortes no mundo — responderão por 22,2 mi- 
lhões de óbitos em 2030.' Segundo o último registro do 
Ministério da Saúde, no Brasil, as DCV foram responsáveis 
por 30,9% das mortes em 2011. 

A eficácia de intervenções preventivas e do tratamen- 
to depende do controle dos fatores de risco, normalmente 
classificados em modificáveis e não modificáveis. Os pri- 
meiros incluem dislipidemias, hiper-homocisteinemia, 
diabete melito, excesso de peso, hipertensão arterial, hábi- 
tos alimentares inadequados e sedentarismo, além de ou- 
tras alterações metabólicas. Os fatores de risco não modi- 
ficáveis compreendem idade, sexo e herança genética. 

A hiper-homocisteinemia é considerada um biomar- 
cador e fator de risco independente para as DCV. Em al- 
tas concentrações sanguíneas, a homocisteina é um fator 
promotor do aumento do estresse oxidativo e do risco de 
dano endotelial. O aumento do estresse oxidativo é ponto 
fundamental nos mecanismos de desenvolvimento das 
DCV. Na hiper-homocisteinemia, o potencial antioxi- 
dante das células endoteliais é reduzido, provavelmente 
em razão da menor expressão e atividade de enzimas an- 
tioxidantes, como a superóxido dismutase extracelular e 
a glutationa peroxidase.* Além disso, a oxidação da ho- 
mocisteína gera espécies reativas de oxigênio (ERO) que 
causam danos endoteliais, favorecendo os eventos trom- 
boembólicos.** 

Os produtos da oxidação da homocisteina também 
contribuem para a redução da biodisponibilidade de me- 
diadores vasoativos como a endotelina-1, o óxido nítrico 
e a prostaciclina I2 (PGI2).° A homocisteina induz, ain- 


da, por meio da ativação do fator nuclear kappa B 
(NF-kB), a expressão da interleucina 8 (IL-8) e da pro- 
teina quimiotática de monócitos (MCP-1), envolvidas 
no processo aterogénico por atuarem na quimiotaxia de 
leucócitos.” 

As células endoteliais não expressam a enzima cista- 
tionina beta-sintetase (CBS), necessária na via de tran- 
sulfuração. Desse modo, pequenos aumentos nas con- 
centrações de homocisteína afetam o endotélio vascular. 
In vitro, a hiper-homocisteinemia apresenta efeito 
pró-coagulante ao inibir a ativação da proteína C reati- 
va (PCR) e a expressão da trombomodulina na su- 
perfície do endotélio celular. Além disso, em altas con- 
centrações de homocisteína, há geração de peróxido 
de hidrogênio, que reduz a ligação de antitrombina HI 
as células endoteliais, o que favorece a formação de 
trombos. 

Na hiper-homocisteinemia, parte da homocisteina 
é convertida em homocisteína tiolactona, que pode da- 
nificar ou até mesmo causar a perda da função de pro- 
teínas do endotélio vascular, além de induzir a resposta 
imune. A ligação da homocisteína com albumina, he- 
moglobina, fibrinogênio, lipoproteína de baixa densi- 
dade (LDL), lipoproteína de alta densidade (HDL) e 
outras proteínas circulantes promove a modificação 
conformacional dessas proteínas. O fibrinogênio tor- 
na-se mais permeável e resistente à fibrinólise, e as par- 
tículas de LDL, mais suscetíveis à oxidação, favorecendo 
a formação de trombos.’ 

Ainda que sejam necessários muitos estudos para 
elucidar o papel da hiper-homocisteinemia na fisiopa- 
tologia das DCV, a literatura já estabelece a relevância 
do controle das concentrações de homocisteína nessas 
doenças. Nesse contexto, a compreensão de fatores ge- 
néticos relacionados ao metabolismo da homocisteina 
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poderá indicar o início do caminho para as melhores es- 
tratégias de prevenção e tratamentos personalizados das 
DCV.” 

Dessa forma, este capítulo apresenta um panorama 
geral dos aspectos que relacionam as DCV com a nutri- 
genética, a nutrigenômica e a epigenética, com enfoque 
na hiper-homocisteinemia. Para tanto, é importante a 
compreensão do metabolismo da homocisteína no orga- 


nismo humano. 


METABOLISMO DA HOMOCISTEÍNA 


A associação entre concentrações de homocisteína e 
desenvolvimento de DCV é reconhecida na literatura. 
Uma metanálise indicou que um aumento de 5 mcmol/L 
nas concentrações de homocisteína eleva em 20% o risco 
de desenvolvimento de eventos cardíacos, independente- 
mente dos outros fatores de risco para DCV em in- 
divíduos sem diagnóstico prévio.” Justifica-se, assim, a 
necessidade de compreender o metabolismo da homo- 
cisteína e as causas da hiper-homocisteinemia para a 
instituição de tratamentos eficazes. 

A homocisteína, uma pequena substância sulfidrílica 
análoga ao aminoácido cisteína, com peso molecular de 
135,18 g/mol, é o ponto de encontro para duas vias me- 
tabólicas do ciclo da metionina (Figura 24.1). A via da 
remetilação resulta em produção de metionina e a via 
da transulfuração produz cisteína. A metionina, prove- 


niente da alimentação, é convertida em homocisteina 
(via de desmetilação). Esta se liga à serina para produzir 
cistationina em um processo catalisado pela enzima CBS, 
cujo cofator é a vitamina B,. A enzima gama-cistationase 
hidrolisa a cistationina em cisteína, com liberação de al- 
fa-cetobutirato; esta é a via da transulfuração.! 

A homocisteina converte-se em metionina ao receber 
um grupo metil da molécula de 5-metiltetra-hidrofolato. 
Essa etapa enzimática é catalisada pela enzima 5-metilte- 
tra-hidrofolato homocisteína metil transferase (ou me- 
tionina sintetase — MS), sendo a vitamina B12 seu cofa- 
tor. O ciclo do folato encontra-se com o ciclo da 
metionina nessa doação do grupo metil, em que a enzi- 
ma metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR) catali- 
sa a conversão do 5-10 metiltetra-hidrofolato em 5-me- 
tiltetra-hidrofolato. Alternativamente, o grupo metil 
pode ser doado pela betaína.! 

Os fatores genéticos (sobretudo os genes que co- 
dificam enzimas do metabolismo da metionina e da cis- 
teína), as deficiências nutricionais (ácido fólico, co- 
balamina e piridoxina), o decréscimo da função renal ou, 
ainda, a combinação desses itens são considerados fa- 
tores causais para a hiper-homocisteinemia plasmática.!* 
Assim, caso haja alterações em genes envolvidos no me- 
tabolismo da homocisteína ou déficit de vitaminas do 
complexo B que atuam como cofatores nas vias de re- 
metilação e/ou na via de transulfuração, o organismo 
pode responder com hiper-homocisteinemia.! 
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A relação entre as concentrações sanguíneas de homo- 
cisteína e o desenvolvimento das DCV já é extensamente 
descrita na literatura. A hiper-homocisteinemia é con- 
siderada fator promotor do aumento do estresse oxidativo 
e do risco de dano endotelial. Desse modo, a hiper-homo- 
cisteinemia é considerada um fator de risco independen- 
te para DCV. Entretanto, os mecanismos envolvidos per- 
manecem pouco elucidados.!é 


POLIMORFISMOS RELACIONADOS COM O 
METABOLISMO DA HOMOCISTEINA 


Variações genéticas podem implicar alteração nas 
enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteína. 
Polimorfismos no gene da CBS estão associados a qua- 
dros de hiper-homocisteinemia grave e de homocistinú- 
ria. Erros inatos na síntese e/ou no transporte da metilco- 
balamina podem acarretar atividade reduzida da MS, 
associada também a hiper-homocisteinemia grave. En- 
tretanto, a frequência dessas alterações é baixa. Polimor- 
fismos no gene da enzima MTHFR apresentam maior 
prevalência. Em contrapartida, o efeito da redução na 
atividade enzimática sobre as concentrações sanguíneas 
de homocisteina é moderado.' 

Uma metanálise com objetivo de investigar a relação 
do polimorfismo T833C/844ins68 (rs72058776) no gene 
da CBS com o risco de acidente vascular encefálico (AVE) 
incluiu nove estudos com chineses e um estudo com po- 
loneses. Foram avaliados 2.247 casos e 1.813 controles. 
Os resultados indicaram associação significativa entre o 
polimorfismo e o risco de AVE ao comparar indivíduos 
carreadores do alelo variante com homozigotos selvagens 
(OR = 1,57; IC = 1,02-2,41, p = 0,039); indivíduos 
homozigotos para a variante com homozigotos selvagens 
(OR = 1,79; IC 95% = 1,14-2,82, p = 0,012) e indivíduos 
heterozigotos com homozigotos selvagens (OR = 1,56; IC 
95% = 1,01-2,40, p = 0,044). O alelo variante 833C asso- 
ciou-se com maior risco para AVE.” 

Um estudo caso-controle realizado no Cazaquistão 
avaliou a relação entre o polimorfismo T833C/844ins68 
no gene da CBS com a hipertensão arterial primária. Fo- 
ram investigados 545 casos (49,2 + 7,6 anos de idade) e 
500 controles (49,9 + 10,0 anos de idade). Não houve di- 
ferença significativa da frequência alélica e distribuição 
genotípica entre os hipertensos e os controles. O poli- 
morfismo estudado não foi associado com as concentra- 
ções plasmáticas de homocisteína. A análise de regressão 
linear múltipla apontou as concentrações séricas de co- 
lesterol total, as concentrações plasmáticas de homocis- 
teína, o IMC, o tabagismo e a história familiar de hiper- 
tensão arterial como fatores de risco independente para a 
hipertensão na população estudada.’ 


O polimorfismo C677T no gene da MTHER, no con- 
texto do metabolismo da homocisteina, tem sido o mais 
amplamente investigado e relacionado com o aumento 
do risco cardiovascular.” A presença do alelo variante re- 
sulta em uma enzima mais termolábil, com menor ativi- 
dade (cerca de 65% da atividade nos indivíduos he- 
terozigotos e de 30% nos indivíduos homozigotos para a 
variante), e tem sido relacionada à elevação das con- 
centrações plasmáticas de homocisteína e à redução do 
ácido fólico plasmático.” Uma metanálise que teve por 
objetivo avaliar a relação entre prevalência do alelo 
variante para esse polimorfismo e DCV revelou que in- 
divíduos homozigotos para o alelo variante apresenta- 
ram chance 21% maior de desenvolver doença isquêmica 
do miocárdio.” 

Um estudo descreveu a frequência dos polimorfismos 
CBS 844ins68, MTHFR C677T e A1298C em 85 pacientes 
brasileiros (65 mulheres e 20 homens) com diagnóstico 
de trombose e a relação com as concentrações plasmáticas 
de homocisteína. A frequência do alelo variante para os 
polimorfismos CBS 844ins68, MTHFR C677T e A1298C 
foi de 0,18, 0,27 e 0,26, respectivamente. As concentrações 
de homocisteina foram positivamente correlacionadas 
com a trombose recorrente. Em análise isolada, não hou- 
ve correlação significativa dos polimorfismos com as con- 
centrações de homocisteína. No entanto, ao examinar os 
três polimorfismos conjuntamente por análise de varian- 
cia multivariada, encontrou-se correlação positiva e esta- 
tisticamente significativa com as concentrações de homo- 
cisteina.” 

Uma investigação do tipo caso-controle com brasi- 
leiros adultos avaliou a relação entre os polimorfismos 
C677T e A1298C no gene da MTHFR e a presença, exten- 
são e gravidade da doença arterial coronariana (DAC). 
Em relação ao polimorfismo C677T, a frequência do 
alelo variante foi de 0,38 (n = 67) no grupo de casos e 
0,37 (n = 40) no grupo controle. Para o alelo variante 
1298C, a frequência foi de 0,22 (n = 39) nos casos e 0,27 
(n = 29) no grupo controle. Não foi encontrada associa- 
ção entre esses polimorfismos e presença, extensão ou 
gravidade da DAC.” 

Um estudo transversal incluindo 115 adolescentes 
brasileiros com fatores de risco cardiovascular (excesso de 
peso e/ou dislipidemias) avaliou a relação entre o perfil 
genético de acordo com os polimorfismos A1298C e 
C677T no gene da MTHFR, homocisteína plasmática, 
vitaminas do complexo B e perfil lipídico. A prevalência 
de hiper-homocisteinemia observada foi de 19,1% e os 
adolescentes carreadores do alelo variante do polimorfismo 
C677T apresentaram maiores concentrações plasmáticas 
de LDL-ox (p < 0,01) e de vitamina B, (p < 0,02). O au- 
mento da vitamina B, pode estar associado a outros 


polimorfismos, como aqueles no gene da enzima CBS 
(rs5742905 e rs rs234706).” 

O conhecimento do perfil genético individual pode 
ser importante para a redução do risco e para o tra- 
tamento da hiper-homocisteinemia, uma vez que indi- 
víduos carreadores dos alelos variantes em relação aos 
polimorfismos já descritos parecem apresentar neces- 
sidades aumentadas de ácido fólico e das vitaminas B, e 
B, É bem documentado que indivíduos com consumo 
adequado de ácido fólico não apresentam hiper-homo- 
cisteinemia ou apresentam o tipo moderado. Assim, ao 
identificar esses polimorfismos, é possível realizar pla- 
nejamento nutricional individualizado.” Por outro lado, 
a eficácia da suplementação com altas doses dessas vita- 
minas com vistas à redução do risco cardiovascular ain- 
da é controversa.”*”* Desse modo, a suplementação deve 
considerar o estado nutricional em relação a essas vita- 
minas e o estímulo ao consumo de alimentos fonte des- 
ses micronutrientes.” 

Um estudo randomizado avaliou o papel do 
polimorfismo C677T no gene da MTHER na resposta à 
suplementação de ácido fólico sobre as concentrações de 
folato nos eritrócitos e no soro. Os indivíduos, america- 
nos afrodescendentes de ambos os sexos com idade entre 
28 a 69 anos, foram randomizados em três grupos (0, 200 
e 400 mcg de ácido fólico durante 12 semanas). A concen- 
tração de folato nos eritrócitos aumentou apenas com a 
maior dosagem de suplementação de ácido fólico. Já as 
concentrações séricas de folato foram sensíveis à menor 
dose de ácido fólico suplementado. Não houve diferença 
do resultado da suplementação entre os genótipos.” Um 
estudo com suplementação de ácido fólico em adultos 
chineses hipertensos, por outro lado, revelou que os indi- 
víduos com o genótipo TT apresentaram maior redução 
nas concentrações plasmáticas de homocisteina em rela- 
ção aos heterozigotos ou homozigotos selvagens nos dois 
grupos suplementados. As dosagens de suplementação 
diárias foram de 0, 0,4 e 0,8 mg de ácido fólico combina- 
do a tratamento com enalapril para os três grupos duran- 
te 8 semanas.” 

Ordovas e Corella sugerem que, apesar das evi- 
dências científicas ainda serem insuficientes para um acon- 
selhamento nutricional com base na individualidade 
genética, já é consenso que diversos polimorfismos são 
capazes de modular a resposta à alimentação e interferir 
no metabolismo lipídico e no risco cardiovascular. 


EPIGENÉTICA E DOENÇAS CARDIOVASCULARES 


Além de o ácido fólico estar relacionado com o 
processo de síntese do DNA, apresenta papel fundamen- 
tal nos mecanismos epigenéticos de metilação do DNA. 
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Assim, alterações nas concentrações dessa vitamina po- 
dem interferir nos processos de estabilidade e integrida- 
de do material genético, na proliferação celular e na ex- 
pressão gênica.” 

A elucidação dos mecanismos epigenéticos na re- 
gulação da expressão gênica tem alterado a compreensão 
do papel dos fatores ambientais na suscetibilidade às 
DCNT. Isso se deve ao fato de o risco de desenvolvimento 
de DCV ser determinado, entre outros fatores, por mo- 
dificações epigenéticas que podem estar associadas a fa- 
tores ambientais, como tabagismo, uso de outras drogas, 
alcoolismo e padrões alimentares.” Essas alterações epi- 
genéticas relacionam-se de maneira expressiva com me- 
canismos fisiopatológicos do estresse oxidativo en- 
volvido no desenvolvimento das DCV.” 

Em uma situação de homeostase, há equilíbrio entre 
as concentrações de ERO e o sistema de defesa anti- 
oxidante enzimático e não enzimático do organismo. O 
aumento na produção de ERO e/ou a deficiência do 
sistema antioxidante, com redução das concentrações 
intracelulares de compostos antioxidantes e da atividade 
de enzimas com tal função, provoca o desequilíbrio re- 
dox e resulta em estresse oxidativo.” Quando o sistema 
oxidante/antioxidante está em equilíbrio, a produção de 
ERO modula a atividade de diversas moléculas in- 
tracelulares e vias de sinalização (sinalização redox), com 
potencial para induzir alterações celulares agudas e crô- 
nicas. A sinalização redox desempenha papel central na 
angiogênese, na hipertrofia cardíaca e no processo ate- 
rosclerótico.” 

No entanto, a produção excessiva de ERO expõe o 
DNA a um risco elevado de danos. Os mecanismos de 
reparo do DNA incluem mudanças na cromatina, abran- 
gendo alterações no posicionamento do nucleossomo e 
acetilação e/ou metilação de histonas.*” Nesse contexto, 
as enzimas histona acetiltransferase e histona desacetilase 
apontam a localização do dano no DNA, facilitando o 
acesso das proteínas de reparo, as quais bloqueiam a 
transcrição nos locais danificados, de modo a restaurar o 
ambiente e rearranjar a cromatina.” 

Outro mecanismo que regula a expressão de genes é 
a metilação do DNA. A hipermetilação está associada 
com o silenciamento gênico, e a metilação das ilhas CpG 
pode bloquear a transcrição diretamente ao evitar o re- 
conhecimento da região do DNA. Ainda, algumas pro- 
teínas podem ligar-se ao DNA metilado e bloquear o 
acesso de fatores de transcrição aos respectivos sítios de 
ligação.” As alterações promovidas pela metilação do 
DNA podem ser o mecanismo de ligação entre os fatores 
ambientais e a patogênese das DCV.” 

É provável que as ERO influenciem o estado de me- 
tilação em lesões ateroscleróticas. Camundongos knockout 
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para genes que codificam enzimas envolvidas na me- 
tilação do DNA, incluindo os genes Mthfr e o que codifi- 
ca a metiltransferase 1 (Dnmt1), apresentaram hipometi- 
lação do DNA. Com isso, houve aumento da expressão 
de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) nos leu- 
cócitos desses animais. A hipometilação do DNA em mo- 
delos animais knockout para o gene Mthfr precedeu a for- 
mação de estrias de gordura na aorta. A literatura acerca 
da relação entre epigenética e DCV, apesar de limitada, 
tem apontado a homocisteína como um biomarcador di- 
retamente associado a mecanismos epigenéticos. Esse 
aminoácido parece induzir a metilação do DNA em célu- 
las do músculo liso vascular, envolvidas diretamente com 
a aterogénese.”” 

Uma revisão narrativa destacou outros pontos já es- 
tabelecidos na relação entre epigenética e DCV. Ao isolar 
DNA de lesões ateroscleróticas humanas, o padrão apre- 
sentado foi de hipometilação. Entretanto, ao isolar mate- 
rial genético de linfócitos do sangue periférico em pa- 
cientes com DAC, os estudos são contraditórios em 
relação ao estado de metilação. Nessas células brancas, a 
região promotora de genes associados com a aterosclero- 
se (genes que codificam a superóxido dismutase, a NOS3, 
o receptor de estrogênio alfa e a 15-lipoxigenase) apre- 
sentou-se hipermetilada. O conhecimento atual não per- 
mite esclarecer se as alterações epigenéticas apresentam 
associação causal com a aterosclerose ou se são simples- 
mente uma consequência do processo patológico." 

A hipótese de Barker aponta que estressores fetais, 
como a hipóxia, possam predispor a DCV em adultos.” 
Heijmans et al. estudaram indivíduos que foram ex- 
postos a privação alimentar no período intrauterino 
durante o inverno holandês de 1944 a 1945. Ao com- 
pará-los com os irmãos do mesmo sexo mais novos e 
não expostos à privação de alimentos durante a vida 
intrauterina, verificaram que aqueles apresentavam pa- 
drão de metilação de DNA alterado, associado a mo- 
dificações no metabolismo da glicose, maior prevalência 
de obesidade e de DCV. As mulheres apresentaram 
maior IMC e circunferência da cintura, e os homens, 
menores concentrações de HDL-c em relação aos con- 
troles. Houve, ainda, um padrão de hipometilação dos 
genes que codificam o fator de crescimento semelhante 
à insulina 2 (IGF2) e o INS-IGE2 (insulin- insulin-like 
growth factor 2 read-through product) e de hipermetila- 
ção dos genes IL10, GNAS e MEG3 (maternally expres- 
sed 3) (codificação não proteica), bem como dos genes 
do transportador cassete de ligação de ATP, subfamília 
A, membro 1 (ABCA1) e da leptina (LEP) em compara- 
ção com os irmãos não expostos. 

Já é reconhecido que padrões epigenéticos de pacien- 
tes com DCV diferem dos demais indivíduos. Entretanto, 


ainda não está claro se as alterações epigenéticas estão as- 
sociadas às causas das DCV ou se são consequência da 
fisiopatologia destas.” A característica reversível das mo- 
dificações epigenéticas tem despertado interesse em um 
possível uso terapêutico das enzimas modificadoras da 
conformação da cromatina. Assim, o estudo das histonas 
desacetilases e histonas metiltransferases tem sido uma 
promessa na farmacologia para o controle da transcrição 
de genes relacionados ao processo aterogênico. Além dis- 
so, a estratégia do uso de microRNA para reduzir a ex- 
pressão gênica pós-transcricional em células endoteliais é 
outra vertente considerada.“ 

Os fatores ambientais e genéticos justificam apenas 
uma pequena parcela da variabilidade no risco para as 
DCV. Nesse sentido, as modificações epigenéticas na ex- 
pressão dos genes parecem ser o elo entre fatores de risco 
já reconhecidos e o desenvolvimento das DCV.” 

Fatores ambientais, como nutrição, exposição a com- 
postos químicos — como os presentes nos agrotóxicos e 
combustíveis de carros e aviões — e os hábitos de vida po- 
dem influenciar as modificações epigenéticas de acordo 
com o sexo.“ Nesse sentido, tem sido investigado o papel 
de alguns compostos bioativos de alimentos na modula- 
ção epigenética, com consequente resposta na fisiopato- 
logia das DCV. A suplementação de curcumina livre, po- 
lifenol presente na Curcuma longa, na dose de 50 mg/kg/ 
dia, foi associada à inibição da atividade da histona ace- 
tiltransferase p300 (HAT p300), com controle da hiper- 
trofia ventricular e preservação da função sistólica em 
ratos com insuficiência cardíaca.'º A dose corresponden- 
te para um paciente de 70 kg é de 3,5 g por dia. O com- 
posto bioativo garcinol, extraído de uma fruta denomi- 
nada Garcínia cambogia, também inibiu a atividade da 
HAT p300 em experimento in vitro com células de tumor 
mamário, com redução da expressão gênica global.” 

Apesar dos estudos promissores que utilizam com- 
postos bioativos de alimentos, são necessários novos ensaios 
clínicos para determinação da eficácia e da tolerância dessas 
substâncias pelo organismo humano. Também é preciso 
avaliar a biodisponibilidade e as formas de apresentação 
comercial desses compostos. Além disso, as doses re- 
comendadas normalmente extrapolam a ofertada por meio 
da alimentação habitual, indicando a possível necessidade 
de suplementação.“ 

Já se sabe que as modificações epigenéticas podem 
ser transmitidas entre as gerações e afetar o risco de de- 
senvolvimento de DCV.* Portanto, os mecanismos epi- 
genéticos no desenvolvimento das DCV devem ser explo- 
rados a fim de permitir o desenvolvimento de terapias 
que atuem nos fatores de risco para essas doenças, bem 
como para tratamentos menos invasivos e redução dos 
efeitos colaterais. Deve-se considerar que a informação 


genética não se altera entre as células e durante a vida do 
indivíduo, enquanto as informações epigenéticas sofrem 
alterações no decorrer da vida e entre células. Assim, os 
avanços no conhecimento da bioinformática são impres- 
cindíveis para a construção de um mapa epigenético 
completo e complexo. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os estudos de genômica nutricional com vistas a 
compreender as alterações no metabolismo da homocis- 
teína têm se aproximado do planejamento alimentar per- 
sonalizado. Isto ocorre porque, ao identificar o perfil ge- 
nético e verificar as diferentes respostas às intervenções 
alimentares em variadas populações, o sucesso de uma 
orientação nutricional com objetivo de controle da ho- 
mocisteinemia e de redução do risco cardiovascular é 
maior. Além disso, os avanços nos estudos que abrangem 
a epigenética e a sua relação com o ácido fólico também 
são animadores, uma vez que os resultados sinalizam pa- 
ra condutas nutricionais factíveis na regulação da expres- 
são gênica. 
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INTRODUÇÃO 


De acordo com o Instituto Nacional do Câncer 
(Inca), entre 2014 e 2015 estimou-se um número de 576 
mil casos novos de câncer no Brasil, com destaque para o 
câncer de pele do tipo não melanoma, que é o mais inci- 
dente na população brasileira, seguido pelos tumores de 
próstata, mama feminina, cólon e reto, pulmão, estôma- 
go e colo do útero. Com base em projeções, estimava-se 
que 9 milhões de pessoas morreriam de câncer em 2015 e 
há a previsão de 11,4 milhões de mortes para o ano de 
2030, caso não sejam tomadas as medidas preventivas 
necessárias.! Como fatores responsáveis pelo aumento do 
número de mortes por câncer, destacam-se o aumento da 
expectativa de vida da população e a adoção de estilos de 
vida denominados “ocidentalizados”. Por outro lado, 
ressalta-se que cerca de 1/3 de casos novos de câncer 
podem ser prevenidos pela eliminação do tabagismo e de 
infecções como o vírus da hepatite C e o Helicobacter 
pylori e, também, por modificações alimentares.” 

Câncer é um termo genérico utilizado para designar 
um grupo amplo de doenças complexas caracterizadas 
por danos celulares de diferentes origens, que envolvem 
alterações genéticas e epigenéticas. Na maioria dos casos, 
o câncer é resultante de alterações que se acumulam 
progressivamente no material genético de uma célula 
normal.” O desenvolvimento do câncer é chamado de 
carcinogênese e consiste em um processo ativo e dinâmico 
induzido em organismos vivos por agentes de natureza 
física, biológica ou química. Exemplos de tais agentes 
carcinogênicos incluem a radiação ultravioleta, o vírus 
da hepatite B (HBV) e as aminas heterocíclicas, respec- 
tivamente. Entre os princípios das bases moleculares, o 
dano genético não letal se configura como o responsável 
pelo início do processo carcinogénico.* 
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A carcinogênese pode ser dividida em três etapas bá- 
sicas, denominadas iniciação, promoção e progressão, 
nas quais se acumulam várias alterações genéticas e 
epigenéticas. As alterações epigenéticas são herdadas 
durante a divisão celular e acarretam alteração do fe- 
nótipo, sem que ocorram, porém, mudanças na sequên- 
cia de nucleotídeos do DNA.*° A iniciação é determinada 
por eventos mutagênicos, resultantes de danos no DNA. 
Uma vez alterada, a célula iniciada adquire maior ca- 
pacidade de proliferação em relação às células vizinhas, 
característica que é transmitida para todas as células 
originadas a partir dela (Figura 25.1). A iniciação é um 
evento primordial para a carcinogênese e ocorre em 
poucas células do tecido, geralmente pela ação de subs- 
tâncias genotóxicas com capacidade de induzir mu- 
danças genéticas herdáveis nas células. Esses genotóxicos 
têm a capacidade de causar danos no DNA, induzindo 
mutações. A iniciação é considerada uma fase irreversível.’ 

A promoção, considerada uma fase reversível, ocorre 
após o insulto celular. Caracteriza-se pela expansão clo- 
nal de células iniciadas, que formam populações de célu- 
las pré-neoplásicas. A progressão, por sua vez, é o estágio 
final da carcinogênese, quando ocorre a conversão de 
células pré-neoplásicas em populações de células inva- 
sivas e metastáticas (Figura 25.1).º 

Assim, o câncer caracteriza-se pela perda do controle 
da proliferação celular e pela aquisição de características 
associadas com a progressão tumoral, como desdiferen- 
ciação, resistência à apoptose, capacidade de indução da 
angiogênese e transição epitélio-mesênquima,? que sur- 
gem como consequências em células que sofrem algum 
dano químico, físico ou biológico em seu material ge- 
nético. A capacidade dos carcinogênicos de se ligarem aos 
ácidos nucleicos foi demonstrada pela primeira vez in 
vivo por Magee e Farber. Assim, grupamentos eletro- 


340 Genômica nutricional 


formam tecidos e 


(5) O câncer: células 
mutadas invadem 
outros tecidos e órgãos 


(1) Células normais (2) Divisão celular: células 
normais se reproduzem 
órgãos (duplicação do DNA) e morrem 


(3) Célula mutada: célula 
normal pode sofrer 
alteração no DNA 


(4) Reprodução celular: célula mutada 
pode se dividir desordenadamente e 
dar origem ao tumor 


Figura 25.1 Estágios da carcinogênese. Em (2) está ilustrado um dano no DNA durante a divisão celular, caracterizando a fase de iniciação. Em (4) 


está representada a fase de promoção e, em (5), a fase de progressão. 


fílicos altamente reativos de substâncias carcinogênicas 
promovem ataques a grupamentos nucleofílicos da 
molécula de DNA, formando adutos que, caso não sejam 
eliminados pelo sistema de reparo da célula, poderão 
originar transições, transversões e pequenas deleções no 
genoma celular, iniciando a carcinogênese. 

Alterações genéticas que levam ao câncer incluem 
amplificação gênica, deleções, mutações pontuais, perda 
de heterozigose e rearranjos cromossômicos. Já as altera- 
ções epigenéticas incluem hipermetilação da região pro- 
motora de genes supressores tumorais, hipometilação 
global do DNA e específica de oncogenes, modificações 
pós-traducionais de histonas que alteram o estado de 
compactação da cromatina, bem como padrões alterados 
de expressão de microRNA. Diferentemente das altera- 
ções genéticas, que são irreversíveis, padrões epigenéticos 
aberrantes que resultam na carcinogênese são reversíveis. 
Com isso, estabelece-se a possibilidade de desenvolvimen- 
to de novas terapias baseadas na restauração de marcas e 
eventos epigenéticos característicos de células normais. 

Nutrientes e compostos bioativos de alimentos 
(CBA) têm destaque nesse cenário, por serem capazes de 
modular eventos envolvidos com todas as etapas da car- 
cinogênese. Nesse sentido, estudos epidemiológicos res- 
saltam a interação entre a alimentação e o risco do desen- 


volvimento de câncer. Um dos trabalhos mais marcantes 
nesse contexto é o dos pesquisadores Doll e Peto,” que 
estimaram que cerca de 35% de todas as mortes causadas 
por câncer poderiam ser tanto atribuídas quanto até 
mesmo prevenidas por modificações a serem realizadas 
na alimentação. Esses pesquisadores consideraram a ali- 
mentação um contribuinte tão importante quanto o ta- 
bagismo para o desenvolvimento do câncer. 

Após quase 30 anos da publicação de Doll e Peto, a 
World Cancer Research Foundation e o American Insti- 
tute for Cancer Research (WCR/AICR) publicaram, em 
2007, o documento “Alimentos, nutrição, atividade física 
e a prevenção do câncer: uma perspectiva global”. Após 
ampla revisão da literatura por um grupo de especialis- 
tas, as evidências científicas foram traduzidas em orien- 
tações simples, como manter o peso dentro dos limites 
recomendados como saudáveis, limitar o consumo de 
alimentos e bebidas que promovem ganho de peso, ser 
fisicamente ativo, limitar o consumo de carne vermelha, 
evitar a ingestão de carnes processadas, consumir frutas e 
hortaliças, limitar o consumo de álcool e a ingestão de 
sal. Recomenda-se ainda aleitamento materno exclusivo 
até os seis meses de idade, uma vez que a amamentação 
protege a mãe do câncer de mama e está relacionada com 
a redução do risco de obesidade do filho na idade adulta." 


Entre as principais conclusões, destaca-se a de que o 
câncer é principalmente causado por fatores ambientais, 
dos quais os mais importantes são o tabagismo, a ali- 
mentação, o aumento da massa corporal, o sedentarismo 
e a exposição a carcinógenos.! 

Estudos epidemiológicos demonstram que a relação 
entre a alimentação e o câncer é ambígua, no sentido de 
que a ingestão de carnes vermelhas, de gordura animal e 
de frituras pode aumentar o risco do desenvolvimento de 
câncer. Por outro lado, a ingestão de frutas, hortaliças, 
peixes e seus óleos é associada com a redução do risco do 
desenvolvimento de doenças malignas." 

O efeito protetor atribuído às frutas e hortaliças se 
deve ao fato de serem as principais fontes de micro- 
nutrientes e CBA. De acordo com Nicastro et al.,'° os be- 
nefícios muitas vezes estão associados ao fato de esses 
compostos apresentarem características antioxidantes, 
relacionadas à redução do risco de danos no DNA, além 
de auxiliarem nos processos de reparo de DNA, supressão 
da expressão de oncogenes, ativação da expressão de ge- 
nes supressores tumorais, indução da apoptose e diferen- 
ciação celular, modulação da angiogênese e das concen- 
trações hormonais e da resposta imunológica. 

Evidências sugerem que a quimioprevenção por meio 
do consumo de CBA pode reduzir a morbidade e a mor- 
talidade por câncer, por meio da modulação das vias 
metabólicas relacionadas à carcinogênese.” Alguns exem- 
plos de CBA são o resveratrol proveniente de algumas va- 
riedades de uva, o licopeno presente no tomate, a genisteí- 
na de produtos da soja, os ácidos graxos ômega-3 presentes 
nos óleos de peixe, o sulforafano das hortaliças crucíferas, 
entre outros. Esses componentes alimentares participam 
de processos bioquímicos e fisiológicos, demonstrando 
papéis importantes na redução do risco e no tratamento 
de doenças crônicas, incluindo o câncer.!® !° 

O principal desafio é entender, no que se refere a me- 
canismos moleculares, como componentes de alimentos 
podem influenciar o processo neoplásico a fim de fornecer 
conhecimentos para o desenvolvimento de estratégias 
quimiopreventivas eficazes.” Estudos de genômica nu- 
tricional têm como foco identificar e compreender as 
interações em nível molecular entre nutrientes e CBA 
com o genoma e as consequências funcionais na expressão 
gênica, por meio da utilização de tecnologias de alto 
desempenho que avaliam a genômica, a transcriptômica, 
a epigenômica, a proteômica e a metabolômica. Esses 
conhecimentos contribuem para o planejamento de die- 
tas personalizadas, permitindo uma abordagem mais 
eficiente na redução do risco e no tratamento de doenças 
como o câncer, especialmente em indivíduos carreadores 
de variações genéticas que aumentam o risco do desen- 
volvimento da doença.!é 


Câncer 


O genoma está sujeito a insultos frequentes ocasio- 
nados por vários agentes exógenos ou provenientes do 
próprio metabolismo celular normal. Isso é contra- 
balanceado por mecanismos de defesa que objetivam 
minimizar os danos em DNA (como a destoxificação 
de compostos com potencial mutagênico e o sequestro de 
radicais livres), promover o reparo desses danos e in- 
duzir a apoptose em células alteradas. Todos esses even- 
tos são mediados por enzimas específicas, e os genes 
que as codificam podem apresentar polimorfismos re- 
lacionados ao aumento do risco do desenvolvimento de 
câncer. 

Este capítulo descreve estudos de genômica nu- 
tricional e câncer que possibilitam o entendimento mo- 
lecular das interações entre essa doença e a nutrição. 


POLIMORFISMOS GENÉTICOS, NUTRIENTES E CÂNCER 


Nutrigenética 


Um grupo de pesquisadores da clínica Mayo, nos 
Estados Unidos, publicou, desde 1998, uma série de tra- 
balhos sobre o consumo de hortaliças e nutrientes com 
capacidade antioxidante, a suscetibilidade genética e o 
risco do desenvolvimento de diferentes tipos de tu- 
mor.** Um resumo das principais descobertas desses 
pesquisadores está descrito no Quadro 25.1. 


Enzimas de fase | (ativação) 


Os agentes pró-carcinogênicos são usualmente me- 
tabolizados em estados reativos diferentes para posterior 
conjugação e excreção. As enzimas de fase I do metabo- 
lismo de xenobióticos realizam processos de oxidação, 
hidrólise e redução, enquanto as enzimas de fase II cata- 
lisam reações de conjugação, tornando a molécula em 
estado intermediário mais hidrofílica, o que permite sua 
excreção do organismo pela urina. Uma vez que genes 
que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo de 
xenobióticos podem apresentar polimorfismos com alta 
prevalência em diferentes populações, estes são consi- 
derados potenciais candidatos para investigação sobre o 
aumento da suscetibilidade ao câncer.” 

Estudos experimentais ressaltam a influência de car- 
cinógenos químicos, como os hidrocarbonetos aromáti- 
cos policíclicos e as aminas heterocíclicas, na iniciação da 
carcinogênese. Esses compostos estão presentes na fuma- 
ça do tabaco e também são formados na carne quando 
esta é submetida ao fogo direto ou a temperaturas 
elevadas por longo período. Entretanto, para que esses 
compostos se tornem ativos, é necessária sua biotrans- 
formação mediada por enzimas de fase I, as quais são 
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Quadro 25.1 Polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) relacionados ao aumento do risco do desenvolvimento de câncer e interações com 


alimentos ou nutrientes 


Símbolo 


Gene/função da proteína do gene SNP 
Glutationa-S-transferases. enzimas GSTM3 “JAGG 
de destoxificação capazes de catalisar GSTPI 1105V 
a conjugação de xenobióticos com a GSTP1 ANA 


glutationa 


NAD(P)H-quinona desidrogenase: 
enzima antioxidante que reduz a Nao! P187S 
ubiquinona a ubiquinol 


N-acetiltransferase 1: enzima 
de fase Il que catalisa a N ou 
O-acetilação de vários substratos e V1491 
A a NATI 
promove a bioativação de compostos R1870 
pró-carcinogênicos, incluindo as aminas 
heterocíclicas 


N-acetiltransferase 2: responsável ae 
pelo fenótipo acetilador, que tem LIGIL 
sido associado a danos no DNA por NAT2 R1970 
compostos pró-carcinogênicos que se R268K 
submetem à N-acetilação G286E 
eaea aa ezv 
q P g CYPIA2 -154A>C 


a intermediarios cancerigenos 


Superóxido dismutase: catalisa a 
conversão de radicais superóxido em SOD2 V16A 
peróxido de hidrogênio 


Glutationa peroxidase: catalisa a 
conversão de peróxido de hidrogênio em GPX1 P198L 
água utilizando selênio como cofator 


Mieloperoxidase: catalisa a 
conversão/neutralização de peróxido 


de hidrogênio para o pró-oxidante ácido Wew DAA 
hipocloroso (HOCI) 
Óxido nítrico sintase 2A (induzível): 
sintetiza óxido nítrico, radical livre com 
atividade antimicrobiana e antitumoral NOS2A S608L 


Caso a sua produção não seja 
devidamente controlada, pode causar 
danos ao DNA 


8-oxoguanina DNA glicosilase: enzima 
de reparo do DNA. Tem a capacidade 
de excisar nucleotídeos alterados do 0GG1 8326C 
DNA, formados pela ação de compostos 
mutagênicos ou de radicais livres 


X-ray repair cross-complementing: XRCCI 0399R 
enzima de reparo do DNA R280H 


Fonte: adaptado de Kelemen et al.” 


responsáveis pela ativação metabólica de carcinogênicos 
indiretos. Entre essas enzimas, pode-se destacar a cito- 
cromo P-450 dependente de mono-oxigenase (CYP-450), 
que converte pró-carcinogênicos inócuos em interme- 
diários eletrofílicos quimicamente reativos.” 


laio Interação com nutrição 


do SNP 
rs1799735 Compostos presentes nas hortaliças 
rs947,894 crucíferas atuam como indutores da 
rs1799811 expressão de GST 


Compostos presentes nas hortaliças 
rs1800566 crucíferas atuam como indutores da 
expressão de NQ01 


rs4987076 7 
Compostos presentes nas hortaliças 
rs13249533 7 ; . a 
rs1057126 cruciferas podem induzir a expressão de 
NAT1 e NAT2 
rs15561 
rs1041983 
EMU) Compostos presentes nas hortaliças 
rs1799929 2 E : = 
rs1799930 cruciferas podem induzir a expressão de 
NAT1 e NAT2 
rs1208 
rs1799931 
Compostos presentes nas hortaliças 
rs1048943 crucíferas podem diminuir a bioativação 
rs762551 de carcinógenos, inibindo enzimas 
CYP450 
1s1799725 O zinco é um componente da enzima e 
pode estabilizá-la 

Enzima dependente de selênio 

rs1050450 ^ zinco pode alterar o equilíbrio entre as 


atividades SOD2/GPX1 


^ produção de HOCI pode oxidar a SOD2 
rs2333227 Zinco pode atuar como modificador da 
atividade da MPO 


Vegetais de folhas verde-escuras, luteína 
e zeaxantina podem proteger contra o 
rs2297518 excesso de produção de radicais livres 
Zinco é necessário para a função e 
atividade da NOS2A 


Vegetais de folhas verde-escuras, luteína 


rs1052133 e zeaxantina podem modular a expressão 
da 0GG1 
1325487 Vegetais de folhas verde-escuras, 


luteína, zeaxantina e zinco podem 


rs25489 desempenhar papel no reparo do DNA 


Das enzimas de fase I, destacam-se a CYP1A1, a 
CYP1A2 e a CYP1B1, como as principais enzimas bioati- 
vadoras de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e de 
aminas heterocíclicas. A expressão dessas três enzimas é 
induzida pela interação de agentes tóxicos com receptor 


de hidrocarbonetos aromáticos (AHR), que atua como 
fator de transcrição e forma dímeros com o translocador 
nuclear do AHR (ARNT), antes de interagir com os pro- 
motores correspondentes aos genes das CYP.” Dessa for- 
ma, SNP em genes que codificam o AHR e o ARNT po- 
dem estar relacionados à potencialização dos efeitos de 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e de aminas he- 
terocíclicas, contribuindo para o risco do desenvol- 
vimento de câncer. 

Nesse sentido, Wang et al.” investigaram mais de 50 
polimorfismos nos genes CYPIAI, CYP1A2, CYPIBI, 
AHR e ARNT com o objetivo de verificar a influência dos 
polimorfismos em diferentes estágios de câncer colorre- 
tal, bem como associá-los com o consumo de determina- 
dos alimentos. Assim, foram realizadas comparações en- 
tre uma coorte de 1.016 casos de adenomas e 1.355 
controles e outra abrangendo 498 casos de câncer color- 
retal e 609 controles de etnias japonesa, caucasiana e na- 
tivos do Havaí. Após os ajustes para comparações múlti- 
plas, a única associação que permaneceu estatisticamente 
significativa foi entre o rs12410394 no ARNT e o câncer 
colorretal. Também foi observada associação marginal- 
mente significativa com câncer colorretal para rs2470890, 
rs11072508 e rs4886410 no CYPIAZ2. Tais SNP não foram 
relacionados com o maior risco de adenoma, sugerindo 
que o risco genético pode ser mais relevante para fases 
mais avançadas da doença. 

Ainda no mesmo estudo, os autores utilizaram um 
questionário de frequência alimentar com mais de 200 
itens e realizaram o cálculo para a ingestão das aminas 
heterocíclicas PhIP, MeIQx, Di-MeIQx. Isso permitiu 
concluir que indivíduos carreadores do genótipo TT para 
o rsl056837 do gene CYPIBI que consumiam mais 
Di-MeIQx (2 ng/dia) apresentaram risco aumentado de 
câncer colorretal quando comparados aos que consu- 
miam quantidades menores (0,25 ng/dia). Já para os in- 
divíduos com adenomas, o efeito do consumo total de 
carnes foi diferente entre os genótipos do rs3757824 no 
AHR, sendo o risco maior em carreadores do genótipo 
TT e menor entre os com genótipo CC. Esses dados suge- 
rem que a interação entre o genótipo de risco e a exposi- 
ção a fatores ambientais é necessária para determinar o 
surgimento do câncer colorretal.” Além disso, a per- 
manência de carcinogênicos ativos no organismo, que é 
determinada pela eficiência do processo de destoxifica- 
ção, também pode influenciar esse risco. 


Enzimas de fase II (destoxificação) 


Os genes que codificam enzimas relacionadas com 
a destoxificação do organismo merecem destaque, pois o 
equilíbrio entre absorção, ativação e eliminação de com- 


Câncer 


postos potencialmente carcinogênicos tem papel im- 
portante na prevenção de danos ao DNA. Assim, a ha- 
bilidade de metabolizar e eliminar os xenobióticos pode 
ser considerada uma das primeiras linhas de defesa do 
organismo contra o desenvolvimento do cancer.” 

As glutationa-S-transferases (GST) constituem a fa- 
milia de isoenzimas de fase II mais importante do orga- 
nismo humano. São responsáveis por catalisar a reação 
entre a glutationa e compostos lipofílicos, mediando, as- 
sim, a destoxificação de vários compostos, incluindo 
agentes cancerígenos, quimioterápicos e toxinas ambien- 
tais. Nesse sentido, desempenham papel crítico na prote- 
ção celular, e variações que ocasionem fun cionamento 
inadequado desse sistema podem resultar em aumento 
do risco do desenvolvimento de câncer.” Um dos exem- 
plos mais bem documentados na literatura diz respeito a 
polimorfismos em genes que codificam as GST M1 
(GSTM1) e T1 (GSTT1). 

O gene GSTMI, de localização cromossômica 1p13.3, 
contém dez éxons e codifica a classe mu de GST. Já o 
GSTT1 está na localização cromossômica 22q11.23 e 
contém seis éxons, que codificam a classe teta de GST. As 
variações mais comuns em ambos os genes é a deleção 
em homozigose, que resulta no chamado genótipo nulo, 
ou seja, a não expressão da enzima e, consequentemente, 
maior vulnerabilidade a danos citogenéticos e oxidativos 
ao DNA, além de maior suscetibilidade ao câncer.” 

Economopoulos e Sergentanis? realizaram meta- 
nálise compreendendo 44 estudos com o GSTMI (11.998 
casos e 17.552 controles) e 34 estudos com o GSTTI 
(8.596 casos e 13.589 controles), com o intuito de re- 
lacionar polimorfismos nesses genes e o risco do desen- 
volvimento de câncer colorretal. De maneira interessan- 
te, os autores concluíram que a deleção da GSTM1 ou da 
GSTT1 aumenta o risco do desenvolvimento de câncer 
em caucasianos, mas não em chineses. Por outro lado, Li 
et al.” realizaram metanálise de 33 estudos caso-contro- 
le compreendendo 8.502 pacientes com câncer colorre- 
tale 13.699 controles em indivíduos asiáticos. Em resu- 
mo, a avaliação permitiu concluir que o genótipo nulo 
para a GSTMI confere risco aumentado para o desen- 
volvimento de câncer colorretal, em especial em indiví- 
duos chineses. 

Xu et al.” avaliaram, em metanálise, a relação entre o 
genótipo nulo para a GSTM1 e o risco do desenvolvi- 
mento de câncer de ovário em 11 estudos, incluindo 
2.709 casos e 3.599 controles. Foram incluídos estudos 
com mulheres do Reino Unido, Brasil, Alemanha, Esta- 
dos Unidos e Austrália, e os pesquisadores concluíram 
que o genótipo nulo não contribui para o aumento do 
risco desse tipo de câncer. Esses dados apontam para a 
importância da avaliação de diferentes marcadores gené- 
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ticos para cada tipo de câncer e, ainda, sobre a necessida- 
de de avaliação da interação do genótipo com fatores 
ambientais, não considerada nas três metanálises citadas 
anteriormente. 

Nesse sentido, a alimentação tem destaque, pois pa- 
rece reduzir o risco do desenvolvimento de câncer em 
carreadores do genótipo nulo para a GSTM1, investiga- 
do em metanálise incluindo 33 trabalhos sobre o consu- 
mo de hortaliças crucíferas e o risco de câncer colorretal. 
O consumo de hortaliças foi avaliado por questionário 
de frequência alimentar, por recordatório ou por excre- 
ção urinária de isotiocianatos (ITC). A análise de um 
subgrupo de oito trabalhos que avaliaram também poli- 
morfismos nos GSTMI e GSTTI (1.777 casos de câncer 
e 1.546 casos de adenomas) permitiu concluir que a in- 
gestão de hortaliças crucíferas reduz o risco do desenvol- 
vimento de câncer colorretal em indivíduos com genóti- 
po nulo para tais enzimas.” 

Os efeitos protetores do consumo de hortaliças cru- 
cíferas estão relacionados aos ITC, compostos oriundos 
da degradação de glicosinolatos, com potente ação bioló- 
gica e presentes quase exclusivamente em hortaliças des- 
sa família. Os ITC apresentam a capacidade de induzir a 
expressão de genes que codificam enzimas antioxidantes 
e de destoxificação, via ativação do fator nuclear eritroide 
relacionado ao fator 2 (fator de transcrição designado 
Nrf2). Além disso, a via de excreção de ITC é mediada 
por sua conjugação à glutationa, catalisada por GST. Por- 
tanto, indivíduos com genótipo nulo podem demorar 
mais para excretar esses compostos.” 

Apesar de serem classificadas como enzimas de fase 
II, as N-acetiltransferases 1 e 2 (NAT1, NAT2) estão en- 
volvidas na bioativação de xenobióticos por meio de 
O-acetilação. Polimorfismos no NATI e 2 podem ser uti- 
lizados para prever o fenótipo de acetilador rápido, in- 
termediário ou lento.” Em estudo de coorte multiétnico, 
foram avaliados 1.009 casos de câncer colorretal e 1.522 
controles para investigar a hipótese de que acetiladores 
rápidos são mais suscetíveis ao risco de câncer colorre- 
tal, por ativarem mais rapidamente as aminas heterocí- 
clicas em carcinógenos. O risco do desenvolvimento de 
câncer colorretal entre tabagistas foi maior em acetila- 
dores rápidos quando comparados aos lentos e interme- 
diários. Entretanto, não foram observadas associações 
entre os diferentes genótipos e o consumo de carne ver- 
melha.*” 

Caso carcinógenos e espécies reativas de oxigênio 
(ERO) não sejam adequadamente eliminados do orga- 
nismo antes de reagirem com o DNA, pode ocorrer a for- 
mação de adutos de DNA, os quais, se não forem repara- 
dos, podem iniciar a carcinogênese ou influenciar as 
etapas de promoção e progressão. 


Enzimas de reparo do DNA 


As variações em genes que codificam enzimas de 
reparo também podem estar relacionadas ao aumento da 
suscetibilidade ao desenvolvimento do câncer. Polimor- 
fismos nesses genes podem estar envolvidos com a redu- 
ção da capacidade do sistema de reparo do DNA, espe- 
cialmente quando este é exposto a agentes genotóxicos 
exógenos e endógenos, o que contribui para o risco de 
desenvolvimento de diversos tipos de câncer.” * 

Danos em DNA ocasionados por ERO ou por carcinó- 
genos estão implicados na iniciação da carcinogênese. Um 
dos produtos mais abundantes dessa oxidação é o aduto 
8-hidroxideoxi-2-guanosina (8-OHdG), e sua formação 
reflete os danos oxidativos sofridos pelo DNA. Esse aduto 
configura-se em um dano promutagênico e causa um tipo 
específico de mutação, a transversão de guanina:citosina 
(G:C) para timina:adenina (T:A), que é intimamente rela- 
cionada à carcinogênese.* 

Por outro lado, eucariotos apresentam a capacidade 
de reparar danos em DNA por meio da ação de enzimas. 
Especificamente, a enzima responsável pela excisão da 
8-0HdG é a 8-oxoguanina DNA glicosilase, codificada 
pelo gene OGG1. O polimorfismo mais comum nesse ge- 
ne é a troca de uma serina por uma cisteína na posição 
326 da cadeia polipeptídica (Ser326Cys, rs1052133). Em 
metanálise de 109 estudos, envolvendo 34.041 casos de 
câncer e 42.730 controles, o alelo Ser foi associado com 
o aumento do risco de câncer de pulmão, do sistema 
digestório e de cabeça e pescoço.” 

Com relação às interações com a alimentação, um 
estudo investigou as associações possíveis entre o poli- 
morfismo Ser326Cys e a ingestão de frutas e hortaliças — 
bem como do tabagismo — no desenvolvimento do câncer 
em 431 indivíduos com câncer de pulmão e 796 controles. 
Houve uma interação significativa entre o genótipo 
homozigoto Cys/Cys e a ingestão de hortaliças, resultando 
em redução de 54% no risco de câncer de pulmão no 
grupo que consumiu 50% a mais de hortaliças. Entre- 
tanto, no grupo carreador do genótipo considerado de 
risco (Ser/Ser ou Ser/Cys), não houve interação. A mesma 
tendência foi observada em relação ao consumo de 
frutas, e não houve interação entre o polimorfismo 
Ser326Cys da OGG1 e o tabagismo. 

Grande interesse tem sido voltado para estudos com 
câncer e impacto de polimorfismos em genes que codifi- 
cam enzimas antioxidantes. Pesquisadores sugerem que 
polimorfismos nesses genes resultam em menor ativida- 
de enzimática, com consequente maior risco de desen- 
volvimento de câncer em razão da menor capacidade de 
neutralização de ERO.” Informações detalhadas sobre 
tais polimorfismos podem ser obtidas no Capítulo 29. 


A suscetibilidade individual para o desenvolvimento 
do câncer pode, ainda, resultar de variações em genes 
envolvidos na carcinogênese, como aqueles relacionados 
ao controle da proliferação celular, apoptose e transição 
epitélio-mesênquima (TEM). A expressão de genes envol- 
vidos nesses processos, bem como de todos os citados an- 
teriormente, pode ser modulada por alimentos e CBA, 
atividade que é um dos objetos de estudo da nutrigenômica. 


NUTRIGENÔMICA E CÂNCER 


Frutas, hortaliças e compostos bioativos de alimentos 


Estudos epidemiológicos demonstram estreita rela- 
ção entre o consumo aumentado de frutas e hortaliças e 
a redução do risco do desenvolvimento de câncer, por 
meio de ações atribuídas aos CBA presentes nesses 
alimentos.“ A interpretação dos resultados de estudos 
epidemiológicos pode ser prejudicada pelo fato de a car- 
cinogênese ocorrer em múltiplas etapas, envolvendo uma 
sequência de eventos que pode durar décadas. Além disso, 
a natureza complexa da alimentação é uma das principais 
limitações de estudos em nutrição, pois dificulta a asso- 
ciação entre o risco do desenvolvimento de câncer e um 
único fator de exposição. Entretanto, na era pós-genoma, 
é possível elucidar os mecanismos moleculares pelos 
quais os CBA exercem suas atividades quimiopreventivas 
associadas à modulação de processos determinantes da 
carcinogênese, ilustrados na Figura 25.2. 

Para exercer efeitos benéficos na promoção da saúde 
humana, os componentes alimentares podem atuar em 
diferentes momentos da expressão gênica, como no estí- 
mulo inicial para que ocorra a transcrição, na ligação 
com receptores, na modulação de eventos epigenéticos e 
nas modificações pós-traducionais em proteínas especí- 
ficas. Assim, nutrientes e CBA alteram a expressão de 
genes de maneira direta ou indireta. Por exemplo, o res- 
veratrol e a genisteína influenciam indiretamente a 
transcrição de genes por meio da ativação ou da ini- 
bição de vias de sinalização molecular, como a do Nrf2 
e do fator nuclear kappa B (NF-«B). Por outro lado, 
vitaminas A e D e ácidos graxos apresentam ações di- 
retas, pois ativam receptores nucleares que induzem a 
transcrição.“ 

O estudo da atividade quimiopreventiva de alimen- 
tos é interessante, uma vez que os seus componentes, in- 
cluindo fibras, micronutrientes (como vitaminas C, E e 
do complexo B) e CBA (como carotenoides, polifenóis e 
glicosinolatos) interagem entre si e sinergicamente na 
modulação de alvos moleculares ou de vias metabólicas. 
Entretanto, a elucidação dos mecanismos de ação geral- 
mente só é possível por meio da administração de CBA 
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Figura 25.2 Processos determinantes da carcinogênese e alguns ali- 
mentos que contêm CBA capazes de modular tais eventos. 


isolados. Como exemplo, pode-se dar destaque às hor- 
taliças crucíferas, que estão relacionadas com a redução 
do risco do desenvolvimento de diferentes tipos de câncer 
em estudos epidemiológicos.“ Elas chamam a atenção, 
em especial, por seu alto teor de glicosinolatos, mas 
também podem conter carotenoides e folato. Seus meca- 
nismos de ação incluem ativação do Nrf2, via de ação de 
isotiocianatos e consequente indução da transcrição de 
genes que contêm o elemento de resposta antioxidante 
(ERA) em sua região promotora, como os de enzimas 
antioxidantes e de fase 2, em especial as GST.” 

Outra relação interessante ocorre entre o câncer de 
próstata e o consumo de tomate e seus produtos, em que 
a redução do risco da doença é atribuída ao licopeno. Em 
um estudo duplo-cego randomizado controlado com 
placebo, 105 homens afro-americanos com indicação de 
biópsia para confirmação de diagnóstico de câncer de 
próstata consumiram molho de tomate contendo 30 mg/ 
dia de licopeno ou placebo durante 21 dias. As concen- 
trações sanguíneas de antígeno específico da próstata 
(PSA) e de licopeno foram aferidas, e o grupo que consu- 
miu o molho de tomate apresentou aumento das concen- 
trações séricas de licopeno e redução do PSA, enquanto o 
grupo placebo apresentou resultado inverso. Entretanto, 
a duração desse estudo foi provavelmente insuficiente 
para concluir se houve ou não redução no risco do desen- 
volvimento de câncer de próstata.” 

Estudos em culturas de diferentes tipos de células 
auxiliam no entendimento das vias moleculares modu- 
ladas pelo licopeno, dentre as quais se destacam a via 
da AKT e a da beta-catenina, cronicamente ativadas na 
carcinogênese (Figura 25.3).º 
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Apesar de existirem evidências positivas com relação 
ao licopeno e a redução do risco de câncer, é importante 
destacar que suplementação com doses altas do composto 
isolado pode exercer efeitos prejudiciais. Hwang e Bowen” 
investigaram o potencial protetor do licopeno contra da- 
nos oxidativos no DNA de células humanas de câncer de 
próstata (LNCaP) e observaram não apenas a falha na pro- 
teção contra lesões oxidativas do DNA em concentrações 
de licopeno que mimetizam as fisiológicas (0,1-1 mcM), 
como também efeito pró-oxidante em concentrações mais 
elevadas (> 5 mcM). O mesmo efeito também foi demons- 
trado por Lowe et al., em estudo utilizando linhagem 
de células de carcinoma do cólon (HT29). Doses baixas 
(1-3 mcM) de licopeno ou betacaroteno protegeram o 
DNA contra danos. No entanto, ao aumentar a concentra- 
ção (4-10 mcM) dos carotenoides, o efeito oposto foi ob- 


servado. Portanto, as ações anti e pró-oxidantes do licope- 
no em cultura de células parecem ser dose-dependentes. 

O chá-verde é a bebida mais consumida no mundo 
depois da água, e apresenta como principal componente 
bioativo a epigalocatequina galato (EGCG). Entre os efei- 
tos positivos na saúde atribuídos ao consumo de chá- 
-verde, está a redução do risco do desenvolvimento de 
câncer.” Nesse sentido, os mecanismos moleculares rela- 
cionados às atividades quimiopreventivas dessa bebida, 
com relação ao câncer de cavidade oral, foram compilados 
em uma revisão. A EGCG pode modular a via ativada por 
proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), promo- 
vendo a inibição do crescimento celular. Também atua via 
inibição do fator de crescimento semelhante à insulina 
(IGF), por meio do bloqueio da fosforilação estimulada 
pelo seu receptor, além de estimular a apoptose por ativa- 


rs) Licopeno 
~ 


MMP 2, 7,9 


Beta-catenina 


Figura 25.3 O licopeno inibe a via da Wnt/beta-catenina. Na ausência de WNT — um complexo multiproteico que inclui axina, APC e GSK3-beta — 
desestabiliza a beta-catenina, a qual é fosforilada pela GSK3-beta e subsequentemente degradada pelo proteassoma. A ligação da Wnt aos seus 
receptores de superfície celular Fzd e Lrp 5/6 inibe a fosforilação da beta-catenina pela GSK3-beta, permitindo que ela se acumule no citosol. A 
beta-catenina então se transloca para o núcleo, onde se liga e ativa os fatores de transcrição LEF/TCF e induz a expressão gênica. O licopeno 
aumenta a expressão da E-caderina, da proteína nm23-H1 e da TIMP2, bem como a atividade da GSK3-beta. Além disso, ele reduz os níveis das 
metaloproteinases de matriz (MMP 2, 7 e 9), da uPA e da beta-catenina. O licopeno também exerce seus efeitos antimetastáticos por meio da 
inativação de fatores de transcrição (NF-kB, AP-1, SP-1 e LEF/TCF). Fonte: adaptada de Trejo-Solis et al.” 


ção da via das caspases e por inibição das proteínas antia- 
poptóticas BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) e BCL-XL 
(B-cell lymphoma-extra large). A apoptose e o bloqueio da 
progressão do ciclo celular ainda podem ser modulados 
via p53. Outras proteínas envolvidas na carcinogênese e 
reguladas negativamente pela EGCG incluem a ciclina D1, 
as metaloproteinases de matriz (MMP) e o fator de 
crescimento endotelial vascular (VEGF).” 

Outro composto que apresenta atividades quimio- 
preventivas é a curcumina, encontrada na raiz de curcuma 
longa (conhecida também como açafrão-da-terra). Esse 
CBA pode modular alvos moleculares importantes, como 
fatores de transcrição, fatores de crescimento, citocinas 
pró-inflamatórias, proteínas quinases e outras moléculas 
relacionadas à carcinogênese (Figura 25.4).º O potencial 
anticarcinogênico da curcumina foi demonstrado em mais 
de 65 ensaios clínicos, com atividade protetora em vários 
tipos de câncer, como pulmão, mama, próstata, pâncreas, 
colorretal, mieloma múltiplo e cabeça e pescoço.” 

Outros CBA foram descritos como quimiopreventi- 
vos por apresentarem capacidade de modular a expressão 
da p53, considerada a proteína guardiã do genoma. A mo- 
dulação da expressão e da atividade da p53 mediada por 
CBA ocasiona a redução da expressão de ciclo-oxigenase 
2 (COX-2), da ciclina D1, do NF-kB, do signal transducer 
and activator of transcription (STAT) e do fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-alfa), além de induzir a parada do ciclo 


Câncer 


celular e/ou a apoptose. Exemplos de compostos capazes 
de modular positivamente a p53 são as isoflavonas, como 
a daidzeína e a genisteína, presentes principalmente na 
soja e seus derivados. Em estudo in vitro, a daidzeína 
inibiu o crescimento de células de câncer de mama T-47D. 
Esse evento foi mediado pelo atraso da progressão das 
fases do ciclo celular, ocasionado por uma “parada” na 
fase G2/M, possivelmente por ativação da p53.°° 

As vias moleculares por meio das quais CBA presentes 
em frutas e hortaliças exercem efeitos quimiopreventivos 
são muito semelhantes. O principal desafio atual é o esta- 
belecimento das doses necessárias para que os efeitos 
ocorram. Contudo, há consenso entre os pesquisadores de 
que o consumo de ao menos quatro porções de frutas e 
hortaliças diárias é o mínimo para a obtenção dos efeitos 
benéficos na promoção da saúde." 


Vitamina D 


Mecanismos moleculares têm sido propostos para 
elucidar os efeitos da vitamina D no câncer. Muitos des- 
ses mecanismos estão relacionados com a produção de 
1,25-di-hidroxivitamina D3 [1,25(OH),D3]. De manei- 
ra interessante e contrária ao que se acreditava há pouco 
tempo, a enzima 1-alfa hidroxilase é expressa em uma 
ampla gama de tecidos extrarrenais, incluindo pâncreas, 
cólon, glândulas adrenais, cérebro, placenta e linfono- 


Enzimas 
Regulação negativa: ATPase, 
FPT, COX-2, GST, telomerase, 
5-LOX, GCL, GICL, MMP, ODC, 
iNOS, NQO-1, Src-2, TMMP-3, 

dessaturase 


Fatores de crescimento 
Regulação negativa: 
FGF, HGF, EGF, PDGF, 

TGF-1beta, VEGF 


Quinases 
Regulação negativa: 


Fatores de transcrição 
Regulação negativa: NF-KB, AP-1, 
Notch-1, STAT-1,3, CREB-BP, 
EGR-1, WT-1, beta-catenina, HIF-1 
Aumenta: Nrf2, PPAR-gama, ERE 


Citocinas inflamatórias 
Regulação negativa: 
IL-1, IL-2, IL-5, IL-6, 
IL-8, IL-12, IL-18, 
MCP, MIP, TNF-alfa 


Receptores 
Regulação negativa: 
IR, Faz R, ER-alfa, 
EPCR, H2R, EGFR, 


FAK, AAPK, EGFR-K, 
PTK, MAPK, PKA, 
PKB, PhK, Ca2PK, 

ERK, PAK, JAK, 
IL-1Rak, Pp60C-TK 


Outros 
Regulação negativa: uPA, Bcl-xL, 
Bcl-2, Hsp-70, ICAM-1, ciclina 


D1, ELAM-1, IAP-1, MDRP 
Regulação positiva: DEF-40, p53 


Curcumina HER-2, IL-8R, CXCR4, 
AHR, LDLR, ITR, AR 
Regulação positiva: 

DR-4, DR-5 


Figura 25.4 Enzimas, fatores de transcrição, citocinas inflamatórias, receptores, quinases e outras proteínas reguladas pela ação da curcumina. 


Fonte: adaptada de Shanmugam et al. 
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dos.” Nas células desses tecidos, os eventos biológicos de 
maior relevância mediados pela vitamina D ocorrem a 
partir da interação entre a 1,25(OH),D3 com o seu re- 
ceptor (VDR, vitamin D receptor). Estudos têm verificado 
que uma maior expressão do receptor de vitamina D está 
diretamente relacionada com a modulação da prolifera- 
ção e da diferenciação celular, bem como na indução de 
apoptose em células tumorais.” A 1,25(OH),D3 liga-se 
ao VDR na célula-alvo, formando um complexo que mi- 
gra para o núcleo celular. No núcleo, esse complexo liga- 
-se ao RXR, originando um heterodímero que interage 
com sequências específicas do DNA (elementos de res- 
posta à vitamina D — VDRE) na região promotora de di- 
versos genes, modulando a transcrição destes.“ 

Polimorfismos no gene que codifica o VDR foram 
identificados em pacientes com diferentes tipos de câncer 
(cólon, próstata, mama, intestino), o que sugere que a 
função das células neoplásicas pode ser influenciada por 
ações mediadas pela 1,25(OH),D3.° Dessa forma, ge- 
ralmente os estudos relativos às funções nutrigenômicas 
da vitamina D também descrevem interações nutrige- 
néticas. Em metanálise incluindo 42 indivíduos de dife- 
rentes etnias, a suplementação de vitamina D e a presen- 
ça do alelo variante do polimorfismo BsmI (rs1544410) 
no VDR foram inversamente relacionadas ao risco de 
câncer colorretal.™ 

Em uma ampla revisão, incluindo estudos in vitro, in 
vivo e epidemiológicos, Balvers et al. demonstraram 
papel importante da vitamina D, especialmente na re- 
dução da incidência do câncer colorretal. Os resultados de 
tais estudos permitiram concluir que indivíduos com 
concentrações séricas de 25-hidroxivitamina D3 [25(OH) 
D3] > a 82 nmol/L tiveram incidência 50% menor de 
câncer colorretal do que aqueles com concentrações < a 
30 nmol/L. Sugeriu-se, ainda, que as concentrações séricas 
ideais de 25(OH)D3 dos 8 aos 64 anos de idade são de 50 
nmol/L e, acima dos 65 anos, entre 75 e 100 nmol/L. 

As ações protetoras da vitamina D foram investigadas 
em cultura de células de câncer de cólon (Caco-2 e HT-29) 
e depois em camundongos que receberam transplante des- 
sas células. Nesse estudo, concluiu-se que o tratamento com 
1,25(OH),D3 aumenta a expressão de E-caderina (molécu- 
la de adesão importante na manutenção da integridade dos 
colonócitos) e bloqueia a via da Wnt (criticamente ativada 
na carcinogênese). Tais efeitos foram acompanhados por 
aumento da expressão da Dickkopf-related protein 1 
(DKK-1), que contribuiu para um fenótipo diferenciado. 


Ácidos graxos ômega-3 


Entre os ácidos graxos poli-insaturados da série 
ômega-3, destacam-se o alfa-linolênico (ALA — C18:3), 


cuja principal fonte alimentar é a linhaça; e o eico- 
sapentaenoico (EPA — C22:5) e o docosaexaenoico 
(DHA — C24:6), encontrados principalmente em peixes 
de águas frias. Como as fontes nutricionais são escassas, 
nos últimos anos, popularizou-se a suplementação com 
cápsulas de ômega-3, especialmente em razão de suas 
alegações de propriedades benéficas para a saúde. Esses 
compostos foram relacionados com a redução do risco 
de alguns tipos de câncer, o que parece ter ligação com o 
efeito supressor sobre a produção de prostaglandina da 
série E2 (descrito em mais detalhes no Capítulo 10). O 
consumo de ômega-3 tem sido relacionado com a mo- 
dulação da resposta inflamatória, a redução da proli- 
feração celular, a indução da diferenciação e da apop- 
tose, bem como com a supressão da angiogênese e de 
metástases.” 

Uma metanálise de 21 estudos de coorte prospectivos, 
incluindo 20.905 casos e 883.585 controles, examinou a 
relação entre ômega-3 e o risco de câncer de mama. Os 
autores concluíram que a ingestão aumentada de ômega-3 
de origem marinha (predominantemente EPA e DHA) 
reduz o risco desse tipo de câncer. Identificaram, ainda, 
uma associação de dose-resposta em que a cada 0,1 g/dia 
de ômega-3 de origem marinha consumido há redução de 
5% do risco. Todavia, essa associação não foi observada 
em relação ao consumo de ALA.® 

Além dos efeitos clássicos de ômega-3 na resposta 
inflamatória, a modulação de mecanismos biológicos e 
de vias metabólicas, incluindo a capacidade de modificar 
o metabolismo energético, tem sido proposta para 
explicar os benefícios de saúde associados ao consumo 
desse nutriente. Nesse sentido, o EPA e o DHA reduzem 
a expressão hepática de enzimas glicolíticas e lipogênicas, 
como a L-piruvato quinase (L-PK) e a ácido graxo sintase 
(FAS), por meio da redução da translocação nuclear da 
proteína de ligação ao elemento responsivo a carboidratos 
(ChREBP) (Figura 25.5). Essa informação é relevante, uma 
vez que células neoplásicas são capazes de reverter o meta- 
bolismo energético glicolítico para fosforilação oxidativa.” 

Alterações metabólicas no metabolismo energético 
no câncer e as possíveis interações com os ácidos graxos 
ômega-3 foram revisadas por Manzi et al.” Os autores 
descrevem que, em células neoplásicas de mama tratadas 
com DHA, há diminuição das funções bioenergéticas 
com a concomitante redução de expressão e da atividade 
do fator induzido por hipóxia 1 alfa (HIF-lalfa). Rela- 
tam, ainda, que há redução de alvos de transcrição 
downstream do HIF-lalfa, como o transportador de gli- 
cose 1 (GLUT1) e a lactato desidrogenase (LDH). Os au- 
tores sugerem que a redução de HIF-lalfa induzida por 
DHA pode ocorrer por duas vias, detalhadas na Figura 
25.6. A primeira hipótese é a de que o DHA induz a de- 
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Figura 25.5 Efeito inibitório de ácidos graxos poli-insaturados na ativação e translocação do ChREBP. Em condições basais de baixas concentra- 
ções de insulina e glicose, o ChREBP está fosforilado no citosol de hepatócitos. Sua translocação para o núcleo é rapidamente induzida sob altas 
concentrações de glicose e insulina e é controlada por um mecanismo de desfosforilação e fosforilação. Enquanto a fosforilação do resíduo serina 
196 (Ser196) permite a translocação do ChREBP para o núcleo, a desfosforilação do resíduo treonina 666 (Thr666) reduz a inibição da ligação ao 
DNA. Acredita-se que a proteína fosfatase 2A (PP2A), ativada seletivamente pela xilulose 5-fosfato (X5P), seja responsável pela desfosforilação 
citosólica e nuclear do ChREBP. O ChREBP então se liga ao seu elemento de resposta (ChoRE) para ativar a expressão de genes glicolíticos e lipo- 
génicos. Na presença de ácidos graxos poli-insaturados, o ChREBP permanece retido no citosol por meio da inibição específica da atividade da 
glicoquinase e da glicose 6-fosfato desidrogenase, enzimas essenciais da glicólise e da via das pentoses fosfato, respectivamente. Fonte: adaptada 


de Dentin et al.ºº 


gradação do HIF-lalfa por meio da ativação do receptor 
ativado por proliferação de peroxissomos alfa (PPAR-al- 
fa), com consequente aumento da interação do HIF-lalfa 
com a proteína Von Hippel-Lindau (VHL), resultando 
em aumento da degradação via ubiquitina-proteassoma. 
O segundo mecanismo seria em razão de uma disfunção 
do complexo HSP90 (chaperonas necessárias ao enovela- 
mento correto de proteínas, incluindo o HIF-lalfa). 
Com relação ao tratamento de pacientes oncológi- 
cos, sugere-se que a adição de DHA e EPA purificados em 
fórmulas de nutrição parenteral para pacientes críticos 
com câncer do trato gastrintestinal seria benéfica, redu- 
zindo a probabilidade do desenvolvimento de câncer co- 
lorretal e atuando na redução de complicações das tera- 
pias nutricionais atuais em pacientes que já apresentam a 


doença, incluindo alterações hepáticas. Entretanto, a uti- 
lização de fórmulas à base de óleo de peixe tem demons- 
trado resultados positivos na maioria, mas não em todos 
os estudos. Uma das possíveis explicações para isso rela- 
ciona-se à presença de contaminantes ambientais (como 
metais pesados) nos peixes de onde óleo foi extraído, ou 
de produtos de oxidação gerados por má conservação.” 


EPIGENÔMICA NUTRICIONAL E CÂNCER 


Eventos epigenéticos podem ser definidos como alte- 
rações estáveis e potencialmente herdáveis e reversíveis 
no genoma, que não alteram a sequência de nucleotídeos 
do DNA, porém interferem no padrão de expressão gêni- 
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Figura 25.6 Ilustração esquemática do mecanismo pelo qual o ácido docosa-hexaenoico (DHA) pode interferir na sinalização molecular ao ativar 
o fenótipo glicolítico. A via PI3K-Akt-mTORC1 (phosphoinositide 3-Kinase/protein Kinase B/mammalian target of rapamycin complex 1) promove o 
fenótipo glicolítico, ativando principalmente o fator induzido por hipóxia 1-alfa (HIF-1alfa), o qual é ativado também por hipóxia, bem como por mu- 
tação de sua proteína reguladora VHL (Von Hippel-Lindau). O acúmulo de HIF-1alfa no citosol determina sua heterodimerização com a subunidade 
HIF-1beta, formando o complexo HIF-1 ativo, o qual regula positivamente diversos genes por meio da ligação aos elementos de resposta a hipóxia 
(HRE). O DHA interfere em vários pontos dessa via e tem a capacidade de atenuar a função bioenergética e o metabolismo de Warburg (glicólise 
aeróbia). O tratamento com DHA aumenta a expressão da proteína serina/treonina quinase 11 (LKB1) e as concentrações citosólicas de mono- 
fosfato de adenosina (AMP), eventos necessários para ativar a via da proteína quinase ativada por AMP 5’ (AMPK). A ativação da AMPK inibe a 
sinalização da mTORC1 por meio da fosforilação da proteína TSC (tuberous sclerosis protein). Além disso, o DHA altera o metabolismo da célula de 
câncer por interferir nos processos envolvidos na estabilização do HIF-1alfa. De fato, a redução das concentrações citosólicas de ATP induzidas 
pelo DHA previnem o funcionamento adequado da HSP90 (heat shok protein 90), chaperona molecular necessária para o dobramento do HIF-1alfa. 
Ainda, o DHA desestabiliza o HIF-1alfa, promovendo sua degradação proteolítica por meio da ativação do receptor ativado por proliferação de 
peroxissomos alfa (PPAR-alfa). Fonte: adaptada de Manzi et al.” 


ca. Esses eventos envolvem mecanismos de ativação ou 
silenciamento de genes por meio de modificações quími- 
cas no DNA ou na conformação e empacotamento da 
cromatina, dentre as quais as mais amplamente estuda- 
das são a metilação do DNA e as modificações pós-tradu- 
cionais em histonas, bem como os microRNA, descritos 
em detalhes no Capítulo 5. Sabe-se que a carcinogênese 
envolve alterações genéticas e epigenéticas complexas que 
interferem nos padrões de expressão gênica. Essas alte- 
rações ocorrem concomitantemente ao aumento da ex- 
pressão e da atividade de oncogenes e à redução da expres- 
são de genes supressores tumorais, o que pode envolver 
alterações epigenéticas." 

Conforme mencionado, modificações epigenéticas são 
reversíveis, herdáveis e suscetíveis a mudanças ao longo da 
vida. Por essa razão, o estudo desses aspectos pode auxiliar 
na compreensão de como os fatores ambientais, incluindo 
aalimentação, podem modificar o risco de desenvolvimento 
de câncer. Nutrientes como selênio e ácidos graxos, bem 
como CBA — incluindo polifenóis, retinoides, isotiocianatos, 
entre outros que apresentam capacidade antitumorigênica 
— têm sido relacionados com a modulação de mecanismos 
epigenéticos. Por interferir em eventos epigenéticos des- 
regulados durante a carcinogênese, como a hipermetilação 
em região promotora de genes supressores de tumor e mo- 
dificações carcinogênicas em histonas, esses compostos po- 
dem modular mecanismos relevantes para a redução do 
risco e supressão do câncer, incluindo vias de transdução de 
sinal, crescimento e diferenciação celular e apoptose.” 

A metilação do DNA é catalisada por uma família de 
DNA metiltransferases (DNMT) que utiliza a S-adenosil- 
metionina (SAM) como doadora de radicais metil. A SAM 
é uma molécula gerada no ciclo da metionina e a sua 
disponibilidade é diretamente influenciada pela alimen- 
tação. O folato, as vitaminas B „ Bọ a colina e a betaina são 
chamados de doadores de grupamentos metil e estão me- 
tabolicamente relacionados com a formação da metionina 
e com a sua conversão em SAM.” A redução da metilação 
global do DNA (hipometilação global), especialmente 
em sequências genômicas repetitivas, tem sido associada 
com instabilidade genômica e aberrações cromossômicas. 
Por outro lado, o aumento da metilação (hipermetilação 
do DNA) em regiões promotoras de genes supressores 
tumorais resulta em silenciamento transcricional. Ambas 
as alterações são relacionadas com a carcinogênese. Dife- 
rentemente da inativação de genes por deleções ou mu- 
tações nonsense, genes silenciados por metilação ainda 
permanecem intactos e podem ser reativados por CBA, 
que atuam como modificadores de mecanismos epige- 
néticos (Figura 25.7).º 

A regulação epigenética da expressão gênica também 
é mediada por modificações pós-traducionais nas caudas 


Câncer 


N-terminais das histonas. Essas alterações são representa- 
das por acetilação, metilação, fosforilação, ubiquitinação, 
sumoilação e ribosilação e contribuem para a estabilidade 
genômica e a resposta a danos no DNA. Histonas podem 
ser modificadas por enzimas específicas, que incluem as 
acetilases (HAT), as desacetilases (HDAC), as metilases 
(HMT) e as desmetilases (HDM) de histonas. Sabe-se que 
HDAC apresentam atividade aumentada em tumores e 
que perturbações no equilíbrio dessas enzimas têm sido 
associadas com a transformação neoplásica. Componen- 
tes nutricionais apresentam a capacidade de modular a 
atividade de tais enzimas e, assim, de exercer atividades 
quimiopreventivas (Figura 25.8).º 

Exemplos de CBA que atuam na modulação da ati- 
vidade de HDAC incluem o butirato (ácido graxo de 
cadeia curta proveniente da fermentação das fibras so- 
lúveis), o dialil dissulfeto (CBA presente no alho e na 
cebola) e o sulforafano (CBA proveniente de glicorafarina, 
presente no brócolis). Esses compostos alteram a expres- 
são de genes específicos, aumentando a expressão daqueles 
supressores tumorais e dos relacionados ao reparo do 
DNA. Os resultados das pesquisas experimentais sugerem 
que a contínua exposição a esses componentes bioativos 
dos alimentos é necessária para manter o controle dos 
mecanismos epigenéticos.” 

Assim, com os avanços das pesquisas em genômica 
nutricional, torna-se cada vez mais clara a ideia de que a 
alimentação apresenta diferentes substâncias que, depen- 
dendo da frequência de ingestão e das concentrações, são 
capazes de modular os eventos epigenéticos envolvidos 
na carcinogênese. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A genômica nutricional auxilia a compreender como 
as interações entre genes e nutrientes podem modular as 
alterações genéticas e epigenéticas que promovem o au- 
mento da expressão de genes supressores de tumor e de 
genes relacionados ao reparo de danos ao DNA, bem co- 
mo a diminuição da expressão de oncogenes. A com- 
preensão dos mecanismos moleculares de interação entre 
nutrição e câncer, proporcionados por técnicas avançadas 
de biologia molecular que compõem as ciências “ômicas”, 
permitem a recomendação do consumo de ao menos 
quatro porções de frutas e hortaliças diárias para a redução 
do risco do desenvolvimento de câncer. Possibilitam ainda 
a identificação de genes e moléculas que podem ser mo- 
dulados por nutrientes e CBA, o que pode auxiliar tanto a 
quimioprevenção quanto o tratamento do câncer. En- 
tretanto, ainda são necessários mais estudos para que se- 
jam definidas as recomendações de suplementos nutri- 
cionais baseadas em genótipos individuais. 
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Figura 25.7 Visão geral das alterações de metilação do DNA durante a carcinogênese e agentes quimiopreventivos do câncer inibindo a atividade 
da expressão das DNA metiltransferases (DNMT), prevenindo a hipermetilação aberrante ou a hipometilação global do genoma. A metilação do 
DNA é catalisada pelas DNMT com a S-adenosilmetionina (SAM) como substrato, gerando como produto a S-adenosilhomocisteína (SAH). *Com- 
postos que apresentam atividade in vivo. Fonte: daptada de Gerhauser.® 
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Figura 25.8 Visão resumida das enzimas modificadoras de histonas, com foco nas desacetilases de histonas (HDAC), nas histonas acetiltransfe- 
rases (HAT), nas histonas metil-transferases (HTM) e nas desmetilases de histonas (HDM) e suas influências na estrutura da cromatina. Sirtuínas 
(SIRT) representam uma subclasse de HDAC NAD-dependentes. O efeito inibitório de compostos com ação quimiopreventiva também está ilustra- 
do. Fonte: adaptada de Gerhauser.º 
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INTRODUÇÃO 


Desde as primeiras descrições sobre a síndrome da 
imunodeficiência adquirida (Aids), já eram relatadas 
suas graves consequências decorrentes das profundas al- 
terações no sistema imune do indivíduo acometido pela 
doença. Inicialmente, observava-se que as pessoas infec- 
tadas pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) e 
que desenvolviam Aids evoluiam a óbito em razão de in- 
fecções oportunistas e de neoplasias raras, as quais, sub- 
sequentemente, foram também denominadas neoplasias 
oportunistas. No momento do diagnóstico das doenças 
oportunistas, detectava-se sistematicamente a diminui- 
ção da imunidade celular (sem o envolvimento de anti- 
corpos). Em um segundo momento, quando o desenvol- 
vimento de testes sorológicos permitiu o diagnóstico 
mais precoce da infecção pelo HIV, percebeu-se que a 
perda da imunidade celular, que era determinada pelas 
quantidades de linfócitos T CD4+, ocorria de forma pau- 
latina e progressiva. 

A doença é, portanto, um processo crônico, quase 
sempre lento e inexorável, que compromete a imunidade 
celular, culminando com a morte do indivíduo infecta- 
do.! Entretanto, percebeu-se desde o início que essa re- 
gra tinha exceções. Algumas pessoas infectadas pelo HIV 
apresentavam progressão do déficit de imunidade de 
forma muito lenta; em outras, isso acontecia de maneira 
muito acelerada. Na busca pelo entendimento sobre o 
que ditaria a velocidade de progressão da doença, eviden- 
ciado pelo ritmo de decaimento dos linfócitos T CD4+, 
ficou determinado que o fator que mais se correlacionava 
com tal redução eram os níveis de replicação do HIV, ou 
seja, a carga viral.’ A equação parecia finalizada: a infec- 
ção pelo vírus HIV promove a progressão da doença de 
forma direta em razão do seu papel citopático e, quanto 


mais intensa a replicação viral, mais rapidamente ocorre 
o decaimento dos linfócitos T CD4+. As condutas para 
intervenção em momentos de risco, como instituição de 
profilaxias primárias para infecções oportunistas ou iní- 
cio de tratamento com antirretrovirais, era ditada exclusi- 
vamente pelas contagens sanguíneas de linfócitos CD4+. 

A infecção pelo HIV é considerada uma zoonose, ou 
seja, uma infecção originária de animais que é transmitida 
ao ser humano em condições naturais. O HIV que infecta 
humanos evoluiu a partir de retrovírus similares, os vírus 
da imunodeficiência símia (SIV), que causam Aids em ma- 
cacos. O SIV está presente em macacos há muito mais tem- 
po, e uma das evidências disso está no fato desse vírus estar 
mais adaptado aos símios que o HIV aos seres humanos; 
em outras palavras, o SIV não mata o seu hospedeiro natu- 
ral, o macaco. Um resultado interessante consistiu na ob- 
servação de que o SIV „p vírus originário do macaco co- 
nhecido como mangabeu fuligento (sooty mangabey), in- 
fecta incidentalmente outros símios em laboratório, como 
o macaco rhesus. Este último, que não é o hospedeiro natu- 
ral do SIV p evolui rapidamente para óbito. Conforme 
mostra a Figura 26.1, a única diferença entre os dois maca- 
cos com relação aos marcadores virológicos e imunológicos 
da doença foram os níveis de ativação celular (ativação dos 
linfócitos T CD4+ e T CD8+).! O hospedeiro incidental e 
menos adaptado ao vírus apresenta grande dificuldade de 
repor os linfócitos T CD4+ destruídos. Sendo assim, esta- 
beleceu-se que não é somente o vírus que se correlaciona 
com a progressão da Aids. 


INFECÇÃO POR HIV E ATIVAÇÃO CELULAR 


A exemplo do que ocorre em macacos, a ativação das 
células T CD4+ e CD8+ apresenta-se elevada também 
em seres humanos infectados pelo HIV. A ativação celu- 


Sooty mangabey 

e Hospedeiro natural do SIV 

e SIV infecta e destrói células T CD4+ 
e Altos níveis de viremia 

e Sem aumento de ativação celular 

e Perda minima de CD4+ 


Macaco rhesus 

e Não é o hospedeiro natural do SIV 
e SIV infecta e destrói células T CD4+ 
e Altos níveis de viremia 

* Aumento na ativação das células T 
e Perda aumentada de CD4+ 


Figura 26.1 Diferenças entre marcadores virológicos e imunológicos 
em macacos de diferentes espécies infectados com o vírus da imu- 
nodeficiência símia (SIV), determinando a evolução da doença. CD4+: 
linfócitos CD4+. Fonte: adaptada de Sodora e Silvestri.! 


lar denota indiretamente um processo inflamatório que, 
entre outros aspectos, correlaciona-se com a morte celu- 
lar, especialmente a morte celular programada ou apop- 
tose.’ A ativação celular não só está aumentada nas pes- 
soas infectadas pelo HIV em comparação com as não 
infectadas, como também é proporcional aos níveis de 
carga viral na ausência de tratamento antirretroviral. Em 
outras palavras, como visto na Figura 26.2, quanto maior 
a carga viral, maiores os níveis de ativação celular.” 
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Figura 26.2 Ativação celular de linfócitos T e carga viral (CV) entre pa- 
cientes infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV+) e 
não tratados com antirretrovirais (ARV-). Fonte: adaptada de Hunt et al. 


Os mecanismos ligados ao desenvolvimento do pro- 
cesso inflamatório deletério relacionam-se intrinseca- 
mente com a depleção de linfócitos T CD4+ presentes 
no trato gastrintestinal.” Após a exposição ao HIV, o ví- 
rus é captado por uma célula dendrítica que, sem se in- 
fectar por ele, o transporta ao linfonodo regional para 
que seja deflagrada a assim chamada resposta imune 
adaptativa,® o que ocorre a despeito da via de exposição 
ao HIV. Esse tráfego tem duração variável de 4 a 14 dias. 
A infecção dos linfócitos iniciará nesse linfonodo regio- 
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nal e, posteriormente, uma quantidade enorme de vírus 
será lançada na circulação sanguínea. Esses vírus livres 
presentes no plasma serão replicados em órgãos linfoi- 
des e se concentrarão especialmente no trato gastrintes- 
tinal, uma vez que o intestino é o maior órgão linfoide 
do corpo humano, contendo mais de 50% dos linfócitos 
do organismo.” 

A depleção linfocitária no organismo é intensa no 
início da infecção, mas a magnitude da perda de linfóci- 
tos não pode ser determinada pela observação da conta- 
gem de CD4+ presente no sangue periférico. Somente 
cerca de 3% dos linfócitos T CD4+ encontram-se na cor- 
rente sanguínea periférica, e a determinação da conta- 
gem de CD4+ não prediz a variação da perda do contin- 
gente dessas células que está ocorrendo, especialmente 
no trato gastrintestinal. A repercussão mais imediata des- 
sa depleção linfocitária no trato gastrintestinal é a ruptu- 
ra da barreira mucosa associada à presença de transloca- 
ção bacteriana, ou seja, a invasão de bactérias nos espaços 
que deveriam conter os tecidos linfoides.” A translocação 
bacteriana possibilita a transferência de lipopolissacari- 
deo (LPS) bacteriano à corrente sanguínea, o que ocasio- 
na um processo inflamatório generalizado e, especifica- 
mente, o aumento da ativação de células de defesa.” De 
fato, existe uma correlação positiva direta entre as altas 
concentrações plasmáticas de LPS com o grau de ativa- 
ção celular.” 

De forma geral, os níveis mais elevados de ativação 
celular são detectados entre indivíduos sem tratamento e 
portadores de vírus sensíveis aos medicamentos. Os con- 
troladores de elite, que são pessoas que apresentam natu- 
ralmente carga viral indetectável e estabilidade de CD4+, 
apresentam menores índices de ativação celular do que 
os indivíduos com alta viremia, porém os níveis de ativa- 
ção celular entre os indivíduos tratados e com carga viral 
indetectável são inferiores aos dos controladores de elite. 
De qualquer maneira, mesmo o tratamento antirretrovi- 
ral, que resulta na supressão da viremia a níveis indetec- 
táveis, não reduz a ativação celular até o nível das pessoas 
não infectadas pelo HIV. Em resumo, a ativação celular é 
maior de acordo com a seguinte ordem: indivíduos infec- 
tados por HIV com vírus sensíveis e sem tratamento > 
indivíduos com viremia baixa e em tratamento antirre- 
troviral > controladores de elite > indivíduos HIV+ com 
antirretrovirais e carga viral indetectável > indivíduos 
não infectados por HIV.» 

De forma mais específica, quanto maior a ativação 
celular entre pessoas em tratamento com carga viral in- 
detectável, maior a dificuldade na recuperação das conta- 
gens de CD4+ (Figura 26.3). Especula-se, portanto, que a 
ativação celular elevada dificulte a recuperação imunoló- 
gica plena em alguns pacientes. 
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Figura 26.3 Ativação celular e aumento de células CD4+ durante tra- 
tamento antirretroviral. Fonte: adaptada de Hunt et al. 


CONSEQUÊNCIAS DA INFECÇÃO PELO HIV 
NOS SERES HUMANOS 


A infecção por HIV pode ocasionar um quadro de in- 
flamação crônica de baixo grau que, em longo prazo e de 
maneira geral, pode resultar em deterioração de diversos 
órgãos e tecidos do organismo. No sistema nervoso central 
(SNC), é possível ocorrer atrofia encefálica com apareci- 
mento de alterações cognitivas e depressão. Pode haver 
também prejuízo do sistema cardiovascular com ocorrên- 
cia de fenômenos ateroscleróticos, insuficiência coronaria- 
na e disfunção ventricular esquerda. Outras consequências 
incluem a osteopenia, com presença de fraturas ósseas, a 
deterioração da função hepática e renal e a insuficiência en- 
dócrina múltipla.” Estudos indicam que o tratamento 
antirretroviral mitiga, mas não elimina os riscos dessas 
ocorrências. Mesmo com níveis de carga viral mantidos in- 
detectáveis, os eventos clínicos citados anteriormente ocor- 
rem com maior frequência entre as pessoas infectadas pelo 
HIV em comparação à população soronegativa.'2? 

Corroborando a associação entre a inflamação crônica 
e a infecção pelo HIV, marcadores inflamatórios inespeci- 
ficos, como proteína C reativa (PCR) ultrassensível, inter- 
leucina 6 (IL-6) e dimero D, estão elevados em indivíduos 
infectados pelo HIV e correlacionam-se diretamente com 
a gravidade da doença quando desfechos como mortalida- 
de são considerados.” Embora o tratamento farmacológi- 
co que resulta em supressão viral a níveis indetectáveis re- 
duza as concentrações plasmáticas de tais marcadores 
inflamatórios, estes continuam elevados quando compa- 
rados aos dos indivíduos não infectados pelo HIV.” 


VARIAÇÕES GENÉTICAS E PROGRESSÃO DA AIDS 


Existe um grande interesse da comunidade científica 
em entender a relação entre a progressão da Aids após a 


infecção do indivíduo pelo HIV. Na maioria dos casos, não 
se identifica por que alguns indivíduos apresentam ritmo 
de progressão mais lento; entretanto, alguns trabalhos su- 
gerem que fatores genéticos do hospedeiro possam estar 
envolvidos. Entre as variações genéticas relacionadas à pro- 
gressão mais lenta da doença, destacam-se os polimorfis- 
mos nos genes que determinam a conformação dos antíge- 
nos leucocitários humanos (HLA) B*57-01 ou B*27, 
especificamente o alelo A do polimorfismo G801A 
(rs1801157) no gene que codifica o fator 1 derivado do es- 
troma (SDF1) e os polimorfismos de deleção de 32 (del- 
ta32) e inserção de 64 pares de base nos genes que codifi- 
cam os receptores de quimiocina 5 (CCR5) e 2 (CCR2-64]), 
respectivamente.”?” 

Existe uma relação entre CCR5-delta32, a progressão 
da doença e a inflamação crônica. Estima-se que cerca de 
1% dos caucasianos apresentem homozigose para o 
CCR5-delta32, condição associada à resistência à infec- 
ção pelo HIV, em decorrência da ausência da expressão 
do receptor CCR5 na superficie celular, o qual é funda- 
mental para a entrada do vírus na célula.’ Aproxima- 
damente 15% dos indivíduos apresentam CCR5-delta32 
em heterozigose”! e não estão completamente protegidos 
da infecção pelo HIV; entretanto, notadamente, apresen- 
tam ritmo de progressão da doença mais lento quando 
comparados aos indivíduos que carreiam os dois alelos 
selvagens (Figura 26.4). Para compreensão do me- 
canismo diferenciado de progressão da doença entre os 
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Figura 26.4 Sobrevida de pacientes infectados com HIV carreadores 
do polimorfismo de deleção de 32 nucleotídeos no CCR5 em heterozi- 
gose (wt/delta32) e dos não carreadores (wt/wt). Fonte: adaptada de 
Roda Husman et al.* 


indivíduos heterozigotos para o alelo CCR5-delta32, é 
necessária a explanação sobre a função do CCRS e a re- 
percussão da ausência ou diminuição da expressão desses 
receptores na superfície das células. 

O CCRS é um receptor de quimiocinas fundamental 
para a entrada do HIV nas células. Algumas atividades 
pró-inflamatórias do organismo são inteiramente de- 
pendentes do receptor CCRS, que é determinante para o 
tráfego de leucócitos para o SNC. Foi observada redução 
da quantidade de leucócitos, de células natural killer e de 
células T no cérebro de camundongos knockout para o 
CCR5 em comparação com animais que apresentavam o 
receptor.” 

O potencial anti-inflamatório da ausência ou da di- 
minuição da expressão de CCR5 é notório. Percebeu-se, 
inicialmente, que a inibição do CCR5 em camundongos 
preveniu o aparecimento de artrite reumatoide grave. 
De forma geral, o alelo CCR5-delta32 em humanos asso- 
cia-se à proteção contra o desenvolvimento de artrite 
reumatoide, bem como à redução dos sintomas quando 
ocorre a manifestação dessa doença.” Outras evidências 
do benefício relacionado à redução do dano mediado pe- 
lo sistema imune nos carreadores do alelo CCR5-delta32 
incluem a redução dos índices de rejeição de transplantes 
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renais,” o retardo no desenvolvimento de esclerose múl- 
tipla,” a redução da incidência de linfoma relacionado a 
Aids“ e a redução da inflamação e do dano hepático pro- 
porcionado pelo virus da hepatite C.“ 

Em resumo, a diminuição da expressão de recepto- 
res CCR5 causada pelo alelo CCR5-delta32 promove 
redução da capacidade inflamatória em seus carreado- 
res. Sabe-se também que esses indivíduos, quando in- 
fectados pelo HIV, apresentam progressão mais lenta da 
doença por apresentarem ritmo de decaimento de lin- 
fócitos T CD4+ reduzido. Portanto, é concebível que a 
diminuição da resposta pró-inflamatória em indiví- 
duos com menor quantidade de receptores CCR5 nas 
suas células seja o determinante fundamental na pre- 
servação das células T CD4+ em infectados pelo HIV 
(Figura 26.5). 

Outro fator relacionado à progressão mais lenta da 
infecção pelo HIV está na coinfecção com o vírus da he- 
patite G (GBV-C). Trata-se de um vírus hepatotrópico 
que não causa doença ao hospedeiro e, em combinação 
com o HIV, resulta em menor ritmo de progressão da 
Aids.“ Contudo, o mecanismo que determina esse bene- 
fício ainda não é completamente elucidado. Determi- 
nou-se que o GBV-C causa regulação negativa na expres- 
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Figura 26.5 Desenho esquemático da proporção de receptor de quimiocina 5 (CCR5) e de receptor de quimiocina C-X-C tipo 4 (CXCR4) na superfície 
celular (linfócitos T CD4+) de acordo com o polimorfismo do CCR5. (A) Presença dos dois alelos selvagens (wt/wt) que codificam o CCR5. (B) Um 
alelo normal e um alelo com deleção de 32 nucleotídeos (wt/delta32). (C) Dois alelos com deleção de 32 nucleotídeos (delta32/delta32). 
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são dos receptores CCR5, diminuindo o número desses 
receptores na superfície celular.“ Dessa forma, indivíduos 
infectados por GBV-C responderiam (artificialmente) 
como se apresentassem o alelo CCR5-delta32. 


EFEITO DO TRATAMENTO ANTIRRETROVIRAL 
NA INFLAMAÇÃO 


Como mencionado anteriormente, a redução na vi- 
remia proporcionada pelo tratamento antirretroviral 
diminui a ativação celular. O mecanismo envolvido nes- 
se processo é o da diminuição da translocação bacteriana, 
com consequente redução das concentrações plasmáti- 
cas de LPS e, possivelmente, menor efeito antigênico da 
viremia per se. Sabe-se que proteínas virais, como pro- 
teína transativadora 1 (TAT) ou proteína viral R (VPR), 
podem causar intenso processo inflamatório em tecidos 
humanos.*** Considerando que a estabilidade da mu- 
cosa intestinal é fundamental para o controle do pro- 
cesso inflamatório exacerbado, um estudo recrutou 340 
pessoas infectadas pelo HIV com contagem elevada de 
células T CD4+ e sem programação de início de trata- 
mento com antirretrovirais. Esses pacientes foram alo- 
cados em dois grupos, um dos quais recebeu uma barra 
de cereal para consumo diário contendo suplementação 
com formulação de oligossacarídeos prebióticos, N-ace- 
tilcisteína, colostro bovino, ômega-3, ácidos graxos po- 
li-insaturados, vitaminas, sais minerais e carotenoides, 
e o outro recebeu uma barra de cereais sem suplemen- 
tos (placebo). Após 52 semanas de acompanhamento, a 
redução na contagem das células T CD4+ foi superior 
no grupo que recebeu placebo (-68 células mm?) em 
comparação ao grupo que recebeu o suplemento (—28 
células/mmº) (p = 0,03). Além disso, em uma subpopu- 
lação desse estudo em que a ativação celular foi avalia- 
da, demonstrou-se que ela foi inferior no grupo tratado 
(p < 0,05), o que demonstra que intervenções nutricio- 
nais podem contribuir para a diminuição da resposta 
pró-inflamatória proporcionada pelo HIV e do ritmo 
de progressão da doença.” 

Além disso, é interessante destacar dados emergentes 
demonstrando que a inibição do CCR5 de forma artifi- 
cial promove valor aditivo na resposta imunológica pro- 
porcionada pelo tratamento. Cabe ressaltar que o incre- 
mento de CD4+ em pessoas com heterozigose para 
CCR5-delta32 é superior ao das pessoas que apresentam 
os dois alelos selvagens.** Da mesma forma, a resposta ao 
tratamento antirretroviral propiciou maior aumento de 
CD4+ entre pessoas coinfectadas pelo GBV-C, e nesse es- 
tudo não foram utilizados antagonistas de CCR5.º Além 
disso, indivíduos coinfectados com HIV e GBV-C apre- 


sentam menor ativação celular que aqueles com infecção 
apenas pelo HIV.” 

Sugere-se que seja possível reverter a situação de in- 
divíduos com falha imunológica. Avanços científicos re- 
centes demonstraram ser plausível promover knockout 
permanente do CCR5 em células hematopoiéticas. Por 
meio da manipulação genética usando enzimas conheci- 
das como zinc finger nucleases, é possível a eliminação de 
fragmentos do gene que codifica o CCR5, o que resulta 
em não expressão do receptor em camundongos.” Em 
um estudo piloto em humanos, foram incluídos seis vo- 
luntários do sexo masculino infectados há mais de 20 
anos e sob tratamento antirretroviral. Esses indivíduos 
apresentavam contagem de CD4+ entre 200 e 500 células 
e carga viral indetectável. Eles foram submetidos à citofe- 
rese e, posteriormente, as suas células sanguíneas foram 
submetidas à ação enzimática in vitro de zinc finger nu- 
cleases. Nesse procedimento são eliminados quatro 
nucleotídeos do gene que codifica o CCRS, resultando na 
ausência de expressão desse gene na superfície das célu- 
las, à semelhança do que ocorre naturalmente entre indi- 
víduos homozigotos para o alelo delta32. A nova linha- 
gem celular foi chamada de SB-728, e cada paciente teve 
as suas próprias células modificadas reinjetadas na circu- 
lação sanguínea. Cinco dos seis indivíduos apresentaram 
aumento substancial de CD4+ (em média de 200 célu- 
las), persistente um ano após o procedimento.” Esses re- 
sultados confirmam de forma indireta o papel da redução 
da inflamação no benefício imunológico dos pacientes 
infectados pelo HIV. 


GENÔMICA NUTRICIONAL E HIV 


As interações entre genes e nutrientes ainda são pou- 
co exploradas em indivíduos com HIV. Entretanto, a ali- 
mentação adequada é determinante na resposta ao trata- 
mento, pois desempenha papel fundamental em todos os 
aspectos do metabolismo, segurança e eficácia de fárma- 
cos, especialmente com relação às terapias antirretrovi- 
rais, as quais têm assumido posição de destaque nos cui- 
dados e no tratamento de pacientes com HIV, bem como 
na prevenção de comorbidades.* 

O estado nutricional do paciente também é impor- 
tante no prognóstico da Aids, sendo a anemia ferropriva 
uma manifestação comum de infecção pelo HIV e um 
significante fator preditivo negativo para sobrevida.” Sa- 
be-se que a concentração de hemoglobina isoladamente 
não reflete a concentração de ferro nos tecidos ou o esta- 
do nutricional global relativo ao mineral, pois em todos 
os tipos de infecção ocorre drástica redistribuição corpo- 
ral do ferro, como resultado da resposta de fase aguda. 
Assim, o estado nutricional do indivíduo em relação ao 


ferro pode ser interpretado como deficiente ou adequa- 
do, dependendo do biomarcador avaliado. Nesse sentido, 
concentrações plasmáticas elevadas de transferrina e de 
ferritina foram associadas à mortalidade e ao aumento 
da carga viral, com aumento da virulência, predisposição 
a infecções oportunistas e alterações da resposta imune.” 

Coletivamente, as evidências de que a homeostase e 
o metabolismo do ferro desempenham papel importan- 
te na progressão da infecção pelo HIV são fortes e tra- 
zem implicações práticas na interpretação clínica e no 
controle do estado nutricional do indivíduo em relação 
ao ferro e de anemia em pacientes HIV+. Como descrito 
em detalhes no Capítulo 14, o metabolismo e a homeos- 
tase do ferro em humanos é dependente do transporta- 
dor de metal divalente (DMT1) ou do SLCIIA [solu- 
te-linked carrier family 11 (proton-coupled divalent metal 
ion transporter)]. Tais evidências despertaram a atenção 
dos pesquisadores, e um dos poucos trabalhos publica- 
dos sobre nutrigenética e HIV diz respeito a anemia e 
polimorfismos em genes relacionados ao metabolismo e 
à homeostase do ferro, investigados em 1.362 pacientes 
HIV+ adultos africanos de ambos os sexos. Entre os 
principais resultados, foram encontrados tanto genóti- 
pos de proteção (rs3731865) quanto relacionados ao au- 
mento do risco de mortalidade (1s34448891, rs17235409 
e rs17229009) no gene SLCIIA. Os autores sugerem a 
relevância de tais marcadores ao serem considerados fa- 
tores de confusão na determinação do estado nutricional 
do indivíduo em relação ao ferro. Demonstraram ainda 
que, apesar de o escore de risco genético aparentemente 
resultar em risco progressivo de mortalidade, com inte- 
ração significativa (p = 0,018), as conclusões específicas 
de cada categoria (baixo, médio ou alto risco genético) 
foram limitadas pelo número restrito de voluntários. 
Esses dados são interessantes, pois alertam para a neces- 
sidade de cuidado nutricional individualizado aos indi- 
víduos HIV+ e que apresentem polimorfismos em genes 
relacionados ao metabolismo do ferro. 

Intervenções nutricionais, particularmente a suple- 
mentação de vitaminas, têm potencial para serem estra- 
tégias adjuvantes de baixo custo para pacientes com HIV, 
em virtude do seu potencial na modulação do sistema 
imune. À vitamina A tem sido mais exaustivamente estu- 
dada, apresentando resultados contraditórios. A maioria 
dos estudos observacionais descreve que baixas concen- 
trações plasmáticas de vitamina A estão associadas com o 
aumento do risco de transmissão do HIV de mãe para 
filho.” Todavia, essa conclusão não foi sustentada por 
grandes ensaios randomizados de suplementação de vi- 
tamina A; pelo contrário, esses ensaios revelaram que a 
suplementação de vitamina A aumenta o risco de trans- 
missão do HIV da mãe para filho (transmissão vertical), 
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de acordo com uma revisão sistemática, incluindo 4 estu- 
dos e 2.800 mulheres. Posteriormente, outra revisão sis- 
temática incluindo 7.528 mulheres chegou à conclusão 
de que não há evidências de que a suplementação pré ou 
pós-natal influencia o risco de transmissão do HIV de 
mãe para filho.” Há uma série de mecanismos molecula- 
res aventados para explicar esses resultados contraditó- 
rios. Um deles é a questão da causalidade reversa em es- 
tudos observacionais. Por exemplo, o estágio avançado 
da doença pode suprimir a liberação de vitamina A do 
fígado, o que resultaria em baixas concentrações plasmá- 
ticas de vitamina A, embora essa vitamina seja estocada 
no fígado. Além disso, o genoma do HIV apresenta ele- 
mentos de resposta para o receptor de ácido retinoico 
(RAR), que, quando ativado pela interação com a vitami- 
na A, atua como fator de transcrição, induzindo a repli- 
cação do HIV e aumentando, assim, o risco de transmis- 
são do vírus para o filho pelo aumento da carga viral da 
mãe. Outro mecanismo baseia-se no potencial de indu- 
ção da diferenciação das células linfoides pela vitamina 
A, o que promove aumento nos receptores CCRS, elevan- 
do o ritmo de decaimento de linfócitos T CD4+. 

Outro nutriente importante no contexto do HIV é a 
vitamina D. Sabe-se que essa vitamina está associada com 
diversas funções fisiológicas e imunomoduladoras e que 
sua deficiência está associada com uma gama de doenças, 
bem como com a progressão e a mortalidade por HIV/ 
Aids.°! Para identificar a influência da suplementação oral 
de vitamina D3, 104 indivíduos sul-africanos de ambos 
os sexos infectados com HIV e 100 controles foram suple- 
mentados semanalmente com cápsulas contendo 50.000 
UI, durante seis semanas, no período do inverno. Obser- 
vou-se que a suplementação oral de vitamina D3 atenuou 
a taxa de replicação do HIV, aumentou a concentração de 
leucócitos circulantes e inverteu a baixa concentração 
plasmática de 25(OH)D observada no inverno. Os auto- 
res concluíram que essa pode ser uma suplementação de 
baixo custo capaz de melhorar a imunidade em indiví- 
duos com HIV. 

Cabe destacar, ainda, que variações genéticas em genes 
que codificam enzimas envolvidas no metabolismo da vita- 
mina D podem influenciar a resposta do indivíduo à suple- 
mentação. Nesse contexto, os autores avaliaram o genótipo 
dos participantes para dez polimorfismos: DBP (rs7041 e 
rs4588), DHCR7 (7-DCH redutase — rs12785878), CYP2R1 
(vitamina D 25-hidroxilase — rs10741657), CYP24A1 (vita- 
mina D 24-hidroxilase — rs6013897), CYP27B1 (vitamina 
D lalfa-hidroxilase — rs10877012) e VDR (rs2544037, 
1810783219, rs10735810 e rs731236). Apesar do tamanho 
reduzido da amostra, polimorfismos de nucleotideo único 
(SNP, single nucleotide polymorphims) em quatro genes 
(VDR, CYP24A1, CYP2R1 e DBP) modificaram a resposta 


361 


362 Genômica nutricional 


à suplementação, avaliada pela concentração plasmática de 
25(0H)D.º 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Nos últimos anos, os estudos avançaram muito no 
sentido de compreender melhor a patologia da Aids. A 
velocidade de progressão da doença e variações genéticas 
individuais podem ocasionar resistência à infecção por 
HIV. Esses resultados possibilitam o desenvolvimento de 
terapias gênicas específicas, melhorando o prognóstico 
dos indivíduoas infectados. Apesar de estado nutricional 
e consumo de nutrientes específicos serem relacionados 
com a progressão da Aids e com desfechos como mortali- 
dade, ainda são poucos os estudos que relacionam varia- 
ções genéticas que influenciam o estado nutricional ou a 
modulação da expressão gênica por nutrientes e compos- 
tos bioativos de alimentos em pacientes HIV+. É impor- 
tante que se realizem mais estudos para avaliar se seriam 
necessárias intervenções nutricionais com doses elevadas 
de vitamina D3 ou de ferro para indivíduos com genóti- 
pos específicos, ou ainda se pacientes HIV+ se beneficia- 
riam ou não com a suplementação de vitamina A. Essas 
questões podem ser elucidadas a partir da determinação 
dos mecanismos de ação desses nutrientes especificamen- 
te nessa população, controlando-se fatores de confusão 
como a carga viral e o genótipo para o CCRS. 
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Intolerância primária à lactose 


INTRODUÇÃO 


O principal carboidrato presente no leite de mamíferos 
é a lactose, dissacarídeo formado pelos monossacarídeos 
glicose e galactose, unidos por uma ligação beta-glicosídi- 
ca.! A lactose precisa ser hidrolisada no intestino para que a 
glicose e a galactose possam ser absorvidas pelos enteróci- 
tos e utilizadas, respectivamente, como fonte de energia 
pelo organismo ou como componente de glicolipídeos e 
glicoproteínas. Essa hidrólise é catalisada pela enzima lacta- 
se, que é expressa na membrana apical dos enterócitos, 
principalmente na porção do jejuno do intestino delgado.’ 

A atividade da lactase é intensa nos primeiros anos 
de vida, quando o leite é a única ou a principal fonte de 
nutrientes. No entanto, na maior parte dos mamíferos, a 
atividade dessa enzima diminui após a fase da lactação. O 
mesmo ocorre com a maioria dos seres humanos, para os 
quais essa condição é descrita como não persistência da 
lactase. Por outro lado, alguns indivíduos mantêm a ati- 
vidade da lactase ao longo da vida adulta, o que possibi- 
lita o consumo de grandes quantidades de leite e deriva- 
dos, situação denominada como persistência da lactase.’ 
Essa persistência da lactase é comum, principalmente, 
em indivíduos brancos do nordeste da Europa e em nô- 
mades do norte da África, populações que, nos seus pri- 
mórdios, dependiam mais da pecuária do que da agricul- 
tura e, por isso, eram grandes consumidoras de laticínios.” 

O nível e o tempo de curso da perda da atividade da 
lactase variam consideravelmente entre grupos étnicos: 
chineses e japoneses perdem entre 80 e 90% da atividade 
nos primeiros quatro anos após o desmame, enquanto 
asiáticos e judeus podem reter entre 20 e 30% da ativida- 
de, a qual pode demorar vários anos para atingir os níveis 
mais baixos. Cerca de 10% dos brancos do norte europeu 
perdem atividade da lactase; entretanto, os menores 
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níveis de atividade podem demorar entre 18 e 20 anos 
para serem atingidos.” 

Indivíduos com não persistência da lactase, condição 
conhecida também como hipolactasia adulta primária, 
apresentam baixa capacidade de digestão da lactose. Nes- 
ses indivíduos, a lactose presente nos laticínios e consu- 
mida em excesso não é digerida no intestino delgado, em 
razão da expressão reduzida de lactase. A lactose não di- 
gerida pode ser fermentada por bactérias da porção distal 
do íleo e do cólon. Os produtos dessa fermentação po- 
dem promover sintomas como diarreia, flatulência, dor 
abdominal, náuseas, vômitos e obstipação (Figura 27.1). 
A manifestação desses sintomas é denominada intolerân- 
cia à lactose e foi descrita pela primeira vez por Hipócra- 
tes. Apenas na década de 1960 essa condição passou a ser 
reconhecida e diagnosticada clinicamente. 

Estima-se que a prevalência de intolerância à lactose 
seja de 5% no norte e nordeste da Europa (Grã-Bretanha, 
Dinamarca e Suécia), de 50% na América do Sul, África e 
Ásia, podendo chegar a quase 100% em alguns países 
asiáticos.” Nos Estados Unidos, a prevalência é de 15% 
entre os brancos, de 53% entre latino-americanos e de 
80% entre os negros. No Brasil, estima-se prevalência de 
57% para os brancos e mulatos, de 80% para os negros e 
de 100% para os japoneses.” Em geral, tem-se sugerido 
que aproximadamente dois terços da população mundial 
adulta apresente não persistência da lactase.’ 

O diagnóstico laboratorial da intolerância à lactose 
pode ser feito de diversas maneiras. Na prática clínica, o 
método mais comum envolve a mensuração da concen- 
tração sérica de glicose após a ingestão de 50 g de lactose. 
Elevação significativa da glicemia após 30 minutos da in- 
gestão de lactose indica alta atividade de lactase.*!° Re- 
centemente, a biópsia jejunal tem sido utilizada para de- 
terminar a atividade da lactase diretamente. No entanto, 
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Figura 27.1 (A) A digestão da lactose (LAC) em glicose e galactose é catalisada pela enzima lactase, que é expressa na membrana da borda em 
escova dos enterócitos. Glicose e galactose adentram a célula intestinal por meio do cotransportador de glicose dependente de sódio 1 (SGLT1) e, 
por meio da ação do transportador de glicose 2 (GLUT2), são destinadas à corrente sanguínea. (B) A redução ou ausência de expressão da lactase 
faz com que a digestão da lactose seja prejudicada, e esta se acumula no lúmen do intestino delgado. Parte da lactose que alcança o íleo e o cólon 
é fermentada por bactérias, o que promove a produção de substâncias como acetaldeído, acetoína, etanol, éster de ácido fórmico e toxinas, as 
quais estão relacionadas ao aparecimento dos sintomas característicos da intolerância à lactose. 2Na*: sódio; AGCC: ácidos graxos de cadeia 
curta; CO,: gás carbônico; GAL: galactose; GLI: glicose; H*: hidrogênio. 


outro teste, que avalia o teor de hidrogênio no ar expira- 
do, é considerado o método menos invasivo e de melhor 
custo-benefício." Nesse teste, um aumento da concen- 
tração de hidrogênio superior a 20 ppm, após a adminis- 
tração oral de 50 g de lactose, indica intolerância a esse 
carboidrato.” 

Estudos realizados em famílias utilizando testes diag- 
nósticos para intolerância à lactose mostraram que as di- 
ferenças fenotípicas interindividuais relacionadas à ativi- 
dade da lactase devem-se a variabilidade genética.” Uma 
das evidências mais importantes foi verificada em um 
grande estudo realizado com famílias finlandesas. Suge- 
riu-se que adultos com baixa atividade da lactase (não 
persistência da lactase ou hipolactasia primária) seriam 
homozigotos para um alelo recessivo no gene que codifi- 
ca a lactase, o que determina a redução de sua atividade 


após o desmame, enquanto indivíduos com persistência 
da lactase seriam heterozigotos ou homozigotos para um 
alelo dominante.” A partir desses primeiros resultados, 
foram realizados diversos estudos com objetivo de escla- 
recer melhor os mecanismos genéticos envolvidos com a 
atividade da lactase. 

É importante ressaltar que existem outras modalida- 
des de hipolactasia ou deficiência de lactase: a congênita 
e a secundária. Na deficiência congênita de lactase, o bebê 
apresenta sintomas desde a primeira exposição ao leite 
materno e, se não houver restrição completa de lactose 
desde o nascimento, pode cursar com diarreias intensas e 
déficit de crescimento. Trata-se de uma doença autossô- 
mica recessiva extremamente rara: há apenas cerca de 40 
casos relatados na literatura e ainda há poucos esclareci- 
mentos dos mecanismos moleculares envolvidos.” Já a 


hipolactasia secundária ou adquirida refere-se à perda da 
atividade da lactase em razão de danos na membrana 
apical da mucosa intestinal, normalmente causados por 
enterites infecciosas, giardíase, doença celíaca, doenças 
intestinais inflamatórias (especialmente a doença de 
Crohn), entre outras. Esses casos normalmente são tran- 
sitórios e reversíveis. !>! 

O objetivo deste capítulo é explorar os mecanismos 
genéticos da hipolactasia primária, discutindo as associa- 
ções entre os polimorfismos de nucleotídeo único (SNP, 
single nucleotide polymorphims), a doença e os aspectos 
nutricionais. 


LACTASE 


A lactase (lactase-florizina hidrolase — LPH, EC 
3.2.1.23-62) é expressa na membrana apical dos enteróci- 
tos. Trata-se de uma glicoproteína constituída por dois 
sítios ativos, um deles responsável pela hidrólise da lacto- 
se e o outro envolvido na hidrólise de beta-glicosídeos, 
incluindo a florizina, os flavonoides glicosídeos, a pirido- 
xina beta-glicosídeo e o beta-galactosídeo." 

A lactase é codificada pelo gene LCT, de aproximada- 
mente 50 kb e localização cromossômica 2q21.'° O LCT 
possui 17 éxons e resulta na transcrição de um RNAm de 
6.274 nucleotídeos e na tradução de uma proteína com- 
posta de 1.927 resíduos de aminoácidos: a lactase. Ela é 
produzida como um peptídeo precursor de 220 kDa, o 
qual sofre modificações consideráveis após a transcrição, 
até atingir a superfície celular sob a forma de uma proteí- 
na de 150 kDa.” 

Em humanos, a partir da oitava semana de gestação 
já é possível detectar a atividade da lactase na mucosa in- 
testinal. Essa atividade aumenta consideravelmente a 
partir da 34º semana, atingindo os maiores níveis próxi- 
mo ao nascimento. A redução da atividade dessa enzima 
após o desmame em animais e em seres humanos com 
não persistência é um mecanismo fisiológico de regula- 
ção negativa do gene que codifica a enzima.” 

Durante muitos anos acreditou-se que a persistência 
da atividade da lactase fosse uma característica “selva- 
gem”. Após estudos arqueológicos do DNA e a descoberta 
de que essa característica também é comum entre ani- 
mais, constatou-se que se trata, na verdade, do resultado 
de mutação (Quadro 27.1).!*%” 


EXPRESSÃO GÊNICA DA LACTASE 


Estudos familiares mostraram que as diferenças inte- 
rindividuais na atividade da lactase são decorrentes de 
polimorfismos genéticos. No estudo de Sahi!? com famí- 
lias finlandesas, sugeriu-se a existência de três genótipos: 
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homozigoto dominante persistente, homozigoto recessi- 
vo não persistente e heterozigoto. 


Quadro 27.1 Atolerância à lactose como resultado da seleção natural 


Análises arqueológicas de DNA sugeriram que a persistência 
genética da atividade da lactase era rara no nordeste da Europa 
no período Neolítico, antes do desenvolvimento da pecuária, há 
cerca de 10 mil anos. A chamada “hipótese cultural-histórica” 
propõe que a alta prevalência atual de persistência à lactase no 
nordeste da Europa resulta de um processo recente de seleção 
natural. Após a domesticação do gado, com o grande consumo 
e dependência dos laticínios para sobreviver, aqueles indivíduos 
que possuíam uma mutação que permitia a persistência da ativi- 
dade da lactase e, por isso, não apresentavam nenhum problema 
para digerir leite e derivados, teriam sido favorecidos por apre- 
sentarem vantagem seletiva. Outra hipótese seria a da “causa 
reversa”, que defende que o consumo de laticínios teria sido 
adotado por indivíduos com persistência prévia da lactase.'*" No 
entanto, as evidências arqueológicas favorecem a primeira hipó- 
tese, já que análise de DNA mitocondrial de esqueletos do período 
Neolítico mostrou ausência do alelo responsável pela persistên- 
cia da lactase." 


Boll et al.” realizaram estudo que avaliou a sequência 
de nucleotídeos do gene que codifica a lactase, em indiví- 
duos com persistência e não persistência da enzima, e 
verificaram que não há diferenças entre os grupos. De 
acordo com esses autores, os resultados possibilitaram 
concluir que a codificação da enzima é idêntica em indi- 
víduos com alta e baixa atividade de lactase e que, por- 
tanto, a diferença entre os dois fenótipos não estaria na 
síntese da enzima e sim, provavelmente, na sua regulação 
pós-transcricional. 

Por outro lado, Enattah et al. usando desequilíbrio 
de ligação e análise de haplótipo em famílias finlandesas, 
realizaram investigação mais ampla que incluiu não ape- 
nas o gene que codifica a lactase, mas também regiões 
próximas, e identificaram variantes genéticas localizadas 
nas posições -13910 pb e -22018 pb da região promotora 
do gene LCT, associadas à não persistência da lactase, a 
qual foi caracterizada por meio de análises bioquímicas. 
Verificaram também que o SNP LCT -13910 C>T está lo- 
calizado no intron 13, e o LCT -22018 G>A, no intron 9 
do gene adjacente MCM6 (mini-chromosome maintenan- 
ce protein 6) na região cromossômica 2q21 (Figura 27.2). 

Embora o SNP LCT -22018 G>A tenha sido detecta- 
do e associado à persistência da lactase, tal associação não 
foi completa. Já o SNP LCT -13910 C>T apresentou asso- 
ciação completa, uma vez que a não persistência da lacta- 
se tem correlação com a homozigose para o alelo C, en- 
quanto a persistência associa-se à presença do alelo T. 
Esses resultados confirmam aqueles encontrados no es- 
tudo de Sahi:'? como o genótipo CC determinou sinto- 
mas de intolerância à lactose, e os genótipos CT e TT 
relacionaram-se à tolerância, foi confirmado o traço re- 


368 Genômica nutricional 


cessivo da intolerância à lactose primária, e a heterozigose 
(genótipo CT) predispõe à presença de níveis interme- 
diários de expressão da lactase. É importante destacar 
que indivíduos carreadores do genótipo heterozigoto são 
mais suscetíveis à intolerância à lactose em momentos de 
estresse ou infecção intestinal. 
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do gene da 
lactase 
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Figura 27.2 Ilustração do gene da lactase, indicando os dois principais 
polimorfismos de nucleotideo único envolvidos na não persistência da 
lactase. MCM6: gene mini-chromosome maintenance protein 6, SNP: 
polimorfismo de nucleotideo único. Fonte: adaptada de Enattah et al.” 


Os mecanismos que explicam a ação do SNP LCT 
-13910 C>T ainda não são completamente conhecidos. 
Olds e Sibley” demonstraram, por meio de estudo in vi- 
tro, que a região do DNA onde se encontra o SNP LCT 
-13910 C>T funciona como um elemento cis, que é capaz 
de aumentar a atividade de transcrição na região promo- 
tora do gene LCT, principalmente na presença do alelo T. 
Esses resultados sugerem que a ação dos polimorfismos 
seja realmente em nível de regulação de transcrição do 
gene LCT.” Enquanto o alelo T estaria relacionado ao 
aumento da expressão do RNAm, com consequente per- 
sistência da atividade da lactase, o alelo C atuaria redu- 
zindo essa expressão, com consequente redução da ativi- 
dade da enzima.” 

Após a descoberta do SNP LCT -13910 C>T, foram 
desenvolvidos testes genéticos de caráter diagnóstico 
com base nesse polimorfismo. Estudos de coorte realiza- 
dos com italianos, alemães, brasileiros e outras popula- 
ções utilizando esses testes demonstraram forte associa- 
ção entre o SNP LCT -13910 C>T e a intolerância e a 
tolerância à lactose nessas populações.” >? 

Em contrapartida, dados publicados recentemente 
indicaram que a presença do SNP LCT -13910 C>T não 
é suficiente para explicar a persistência da lactase na 
população da África Subsaariana. Esses resultados su- 
geriram a possibilidade de existir mutações adicionais 
relacionadas a essa condição. Foram analisadas sequên- 
cias da região que flanqueia o SNP LCT -13910 C>T 
nessas populações, tendo sido identificadas novas mu- 


tações associadas à persistência da lactase: -13915 T>G, 
-13913 T>C, -13907 C>G e -14010 G>C. O alelo 
-14010C esteve fortemente associado à persistência da 
lactase em indivíduos da Tanzânia e do Quênia.”º Já o 
alelo -13915 G foi encontrado na população bedoína 
da Arábia Saudita e na Jordania.*' Esses dados sugerem 
múltiplas causas para a persistência da lactase e a ne- 
cessidade de continuar pesquisando possíveis variantes 
adicionais que possam explicar a persistência da lactase 
nas diferentes populações. Conforme mencionado, es- 
tudos realizados no Brasil sugerem que o SNP LCT 
-13910C>T explique os casos de persistência da lacta- 
se. Em levantamento realizado por Mattar et al.;” 43% 
dos brancos e mulatos brasileiros e 20% dos negros 
apresentam o alelo T. 


TRATAMENTO DA INTOLERÂNCIA À LACTOSE E 
CONSEQUENCIAS NUTRICIONAIS 


O tratamento da intolerância à lactose consiste em 
duas possibilidades clínicas não mutualmente excluden- 
tes: a restrição alimentar e a terapia medicamentosa. A 
recomendação de exclusão de laticínios da alimentação 
deve ser feita apenas aos indivíduos que apresentam sin- 
tomas de intolerância. É importante ressaltar que nem 
todos os indivíduos com predisposição genética à não 
persistência da lactase são intolerantes, uma vez que uma 
quantidade de lactase 50% menor que a usual ainda é su- 
ficiente para digerir eficientemente a lactose. 

A restrição definitiva de leite e derivados da alimen- 
tação não é recomendada por provocar a redução da in- 
gestão de nutrientes importantes como o cálcio, o fósforo 
e algumas vitaminas, podendo relacionar-se à redução da 
densidade mineral óssea, à osteoporose e à incidência de 
fraturas.” Alguns estudos chegaram a classificar o genó- 
tipo LCT -13910 C como um fator de risco para a osteo- 
porose, pois os indivíduos não persistentes e com sinto- 
mas de intolerância à lactose são justamente aqueles que 
precisam restringir o consumo de laticínios para obter 
redução dos sintomas gastrintestinais.?”** 

A reintrodução gradual de laticínios deve ser estimu- 
lada como forma de avaliar a tolerância à ingestão de lac- 
tose. Nos casos em que haja persistência dos sintomas, 
medidas farmacológicas podem ser adotadas, como a re- 
posição enzimática com lactase exógena, obtida de leve- 
duras e fungos. A adequação da ingestão diária de cálcio 
e de vitamina D deve ser avaliada entre os indivíduos in- 
tolerantes à lactose. Nos casos em que o consumo estiver 
insuficiente, a suplementação deve ser indicada.” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A redução na atividade da enzima lactase após o des- 
mame, comum na maioria dos mamíferos e denominada 
não persistência da lactase, é um fenótipo presente em 
cerca de 65% da população mundial. O desenvolvimento 
da biologia molecular possibilitou a descoberta de meca- 
nismos genéticos envolvidos na determinação desse fe- 
nótipo. Atualmente, sabe-se que a persistência da ativida- 
de da lactase na maioria das etnias é determinada, 
principalmente, por um SNP localizado na região pro- 
motora do gene que codifica a lactase, o LCT. Estudos 
recentes têm demonstrado que pode haver variações na 
prevalência desse SNP de acordo com a população avalia- 
da. Nesse sentido, é importante que o tema seja ainda 
mais explorado a fim de favorecer o desenvolvimento de 
testes genéticos capazes de determinar o genótipo dos in- 
divíduos que apresentam intolerância à lactose com valor 
diagnóstico, uma vez que os testes de nutrigenética exis- 
tentes até o momento têm apenas caráter preditivo. A 
identificação dos indivíduos com hipolactasia primária 
pode nortear a conduta clínica e nutricional daqueles 
que apresentam a condição de não persistência da lactase 
e que manifestem sintomas típicos da intolerância à lac- 
tose, no sentido de evitar restrições alimentares desneces- 
sárias que podem favorecer a ocorrência de deficiências 
nutricionais importantes. 


REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 


1. Solomons NW. Fermentation, fermented foods and lactose into- 
lerance. Eur J Clin Nutr. 2002;56(Suppl. 4):S50-55. 

2. Lomer MCE, Parkes GC, Sanderson JD. Lactose intolerance in 
clinical practice - myths and realities. Aliment Pharmacol Ther. 
2008;27:93-103. 

3. Swallow DM. Genetics of lactase persistence and lactose intole- 
rance. Annu Rev Genet. 2003;37:197-219. 

4. Wang Y, Harvey CB, Pratt WS, Sams VR, Sarner M, Ros- 
si M et al. The lactase persistence/non-persistence polymor- 
phism is controlled by a cis-acting element. Hum Mol Genet. 
1995;4:657-62. 

5. Matthews SB, Waud JP, Roberts AG, Campbell AK. Systemic lac- 
tose intolerance: a new perspective on an old problem. Postgrad 
Med J. 2005;81:167-73. 

6. Sahi T. Genetics and epidemiology of adult-type hypolactasia. 
Scand J Gastroenterol. 1994;29:S7-20. 

7. Scrimshaw NS, Murray EB. Prevalence of lactose maldigestion. 
Am J Clin Nutr. 1988;48:1086-98. 

8. Tomar BS. Lactose intolerance and other disaccharidase defi- 
ciency. Indian J Pediatr. 2014;81:876-80. 

9. Mattar R, Monteiro MS, Villares CA, Santos AF, Silva JMK, Car- 
rilho FJ. Frequency of LCT -13910C>T single nucleotide polymor- 
phism associated with adult-type hypolactasia/lactase persistence 
among Brazilians of different ethnic groups. Nutrition Journal. 
2009;8:46. 


Intolerância primária à lactose 


10. Gugatschka M, Dobnig H, Fahrleitner-Pammer A, Pietsch- 
mann P, Kudlacek S, Strele A et al. Molecularly-defined lactose ma- 
labsorption, milk consumption and anthropometric differences in 
adult males. QJM. 2005;98:857-63. 

11. Shaw AD, Davies GJ. Lactose intolerance: problems in diagno- 
sis and treatment. J Clin Gastroenterol. 1999;28:208-16. 

12. Sahi T, Isokoski M, Jussila J, Launiala K, Pyorala K. Recessive 
inheritance of adult-type lactose malabsorption. Lancet. 1973;2: 
823-26. 

13. Gudmand-Hoyer E, Skovbjerg H. Disaccharide digestion and 
maldigestion. Scand J Gastroenterol. 1996;216:111-21. 

14. Saavedra JM, Perman JA. Current concepts in lactose malab- 
sorption an intolerance. Annu Rev Nutr. 1989;9:475-502. 

15. Nemeth K, Plumb GW, Berrin JG, Juge N, Jacob R, Naim HY 
et al. Deglycosylation by small intestinal epithelial cell betaglucosi- 
dases is a critical step in the absorption and metabolism of dietary 
flavonoid glycosides in humans. Eur J Nutr. 2003;42:29-42. 

16. Harvey CB, Fox MF, Jeggo PA, Mantei N, Povey S, Swallow DM. 
Regional localization of the lactase-phlorizin hydrolase gene, LCT, 
to chromosome 2q21. Ann Hum Genet. 1993;57:179-85. 

17. Boll W, Wagner P, Mantei N. Structure of the chromosomal 
gene and cDNAs coding for lactase-phlorizin hydrolase in humans 
with adult-type hypolactasia or persistence of lactase. Am J Hum 
Genet. 1991;48:889-902. 

18. Kretchmer N. Lactose and lactase. Sci Am. 1972;227:71-78. 

19. Simoons FJ. Primary adult lactose intolerance and the milking 
habit: a problem in biologic and cultural interrelations: a culture 
historical hypothesis. Am J Dig Dis. 1970;15:695-710. 

20. Burger J, Kirchner M, Bramanti B, Haak W, Thomas MG. Ab- 
sence of the lactase-persistence-associated allele in early Neolithic 
Europeans. Proc Natl Acad Sci. 2007;104:3736-41. 

21. Enattah NS, Sahi T, Savilahti E, Terwilliger JD, Peltonen L, 
Javerla I. Identification of a variant associated with adult-type hy- 
polactasia. Nat Genet. 2002;30:233-37. 

22. Olds LC, Sibley E. Lactase persistence DNA variant enhances 
lactase promoter activity in vitro: functional role as a cis regulatory 
element. Hum Mol Genet. 2003;12:2333-40. 

23. Kuokkanen M, Enattah, NS, Oksanen A, Savilahti E, Orpana A, 
Järvelä I. Transcriptional regulation of the lactase-phlorizin hydro- 
lase gene by polymorphisms associated with adult-type hypolacta- 
sia. Gut. 2003;52:647-52. 

24. Rasinpera H, Saarinen K, Pelkonen A, Jarvela I, Savilah- 
ti E, Kolho KL. Molecularly defined adult-type hypolactasia in 
school-aged children with a previous history of cow's milk allergy. 
World J Gastroenterol. 2006;12:2264-68. 

25. Babu J, Kumar S, Babu P, Prasad JH, Ghoshal UC. Frequency of 
lactose malabsorption among healthy southern and northern In- 
dian populations by genetic analysis and lactose hydrogen breath 
and tolerance tests. Am J Clin Nutr. 2010;91:140-46. 

26. Nagy D, Bogácsi-Szabó E, Várkonyi A, Csányi B, Czibula A, 
Bede O, et al. Prevalence of adult-type hypolactasia as diagnosed 
with genetic and lactose hydrogen breath tests in Hungarians. Eur 
J Clin Nutr. 2009;63:909-12. 

27. Almon R, Engfeldt P, Tysk C, Sjöström M, Nilsson TK. Preva- 
lence and trends in adult-type hypolactasia in different age cohorts 
in Central Sweden diagnosed by genotyping for the adult-type 
hypolactasia-linked LCT-13910C>T mutation. Scand J Gastroen- 
terol. 2007;42:165-70. 

28. Schirru E, Corona V, Usai-Satta P, Scarpa M, Cucca F, De Virgi- 
liis S et al. Decline of lactase activity and C/T-13910 variant in Sar- 
dinian childhood. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007; 45:503-06. 


369 


370 Genômica nutricional 


29. Ingram CJ, Elamin MF, Mulcare CA, Weale ME, Tarekegn A, 
Raga TO et al. A novel polymorphism associated with lactose tole- 
rance in Africa: multiple causes for lactase persistence? Hum Ge- 
net. 2007;120:779-88. 

30. Tishkoff SA, Reed FA, Ranciaro A, Voight BF, Babbitt CC, Sil- 
verman JS et al. Convergent adaptation of human lactase persis- 
tence in Africa and Europe. Nat Genet. 2007;39:31-40. 

31. Imtiaz F, Savilahti E, Sarnesto A, Trabzuni D, Al-Kahtani K, Ka- 
gevi I et al. The T/G213915 variant upstreamof the lactase gene 
(LCT) is the founder allele of lactase persistence in an urban Saudi 
population. J Med Genet. 2007;44:e89. 

32. Di Stefano M, Veneto G, Malservisi S, Cecchetti L, Minguzzi L, 
Strocchi A et al. Lactose malabsorption and intolerance and peak 
bone mass. Gastroenterology. 2002;122:1793-99. 


33. Enattah NS, Sulkava R, Halonen P, et al. Genetic variant of lac- 
tase-persistent C/T-13910 is associated with bone fractures in very 
old age. J Am Geriatr Soc. 2005;53:79-82. 

34. Obermayer-Pietsch BM, Bonelli CM, Walter DE, Kuhn RJ, 
Fahrleitner-Pammer A, Berghold A et al. Genetic predisposition 
for adult lactose intolerance and relation to diet, bone density, and 
bone fractures. J Bone Miner Res. 2004;19:42-47. 

35. Montalto M, Curigliano V, Santoro L, Vastola M, Cammarota 
G, Manna R et al. Management and treatment of lactose malab- 
sorption. World J Gastroenterol. 2006;12:187-91. 


Doença celíaca e outros 
distúrbios associados ao glúten 


INTRODUÇÃO 


Estima-se que o consumo de glúten tenha se intensi- 
ficado após práticas agrícolas iniciadas há cerca de 10 mil 
anos no sudoeste da Ásia. Entre o primeiro e o segundo 
século a.C. foram encontradas as primeiras declarações 
sobre a doença celíaca (DC), escritas pelo físico grego 
Areateus. Entretanto, a associação da DC com a alimen- 
tação foi somente determinada no século XIX.' A partir 
de então, constata-se um esforço importante da comuni- 
dade científica na tentativa de elucidar a fisiopatologia da 
DC e dos distúrbios gastrintestinais associados ao consu- 
mo alimentar de glúten. Na década de 1950, Dicke et al. 
confirmaram a hipótese de que o consumo de glúten pre- 
sente no trigo, centeio e cevada desencadeava a DC e que 
a remoção desses cereais da alimentação promovia me- 
lhora acentuada dos sintomas clínicos. Em 1954, Paulley 
retratou pela primeira vez que as manifestações clínicas 
da DC levavam à destruição do epitélio do intestino del- 
gado.' Nos últimos anos, após a conclusão do Projeto Ge- 
noma Humano e com a aplicação dos estudos de associa- 
ção ampla do genoma (GWAS, genome wide association 
studies), identificou-se a importante contribuição do ge- 
noma no risco de desenvolvimento da DC.” 

É bem estabelecido que, entre os fatores ambientais, 
a alimentação, mais precisamente o consumo de alimen- 
tos e/ou produtos alimentícios contendo glúten, associa- 
da à individualidade genética, representam agentes mo- 
dificadores essenciais do risco de desenvolvimento da 
DC.®’ Os distúrbios associados ao glúten (DAG) podem 
ser agrupados em três entidades clínicas: 


m Alergia ao trigo. 
E Sensibilidade ao glúten (SG) não celíaca. 
m Doença celíaca. 


Juliana Xavier de Miranda Cerqueira 


Fábio Pires Pereira 
Jorge Amil Dias 
Maria Daniel Vaz de Almeida 


A SG não celíaca foi recentemente reconhecida como 
uma condição clínica frequente na população mundial.** 
Em contrapartida, ainda não está claro se a melhora dos 
sintomas após a retirada do glúten da alimentação se de- 
ve ao glúten propriamente dito ou aos carboidratos fer- 
mentáveis, abundantes nos cereais que contêm glúten.” 
Ainda, pouco se sabe acerca dos fatores de risco e meca- 
nismos subjacentes à sua fisiopatologia, bem como com 
relação aos efeitos clínicos sobre o estado de saúde em 
curto e longo prazos. Entretanto, identificam-se esforços 
direcionados na tentativa de diferenciar a DC da SG não 
celíaca, aprimorando, por exemplo, a estratificação e a 
abordagem terapêutica dos grupos de risco.!º 

Estudos de genômica nutricional representam estraté- 
gia promissora, pois permitem refinar e identificar terapêu- 
ticas nutricionais mais efetivas, que respeitem os distintos 
grupos de risco geneticamente suscetíveis ou não ao desen- 
volvimento de DAG.'»!? Incluem, por um lado, a nutrige- 
nética, que busca estabelecer um padrão de nutrição perso- 
nalizada que considere a individualidade bioquímica em 
resposta aos nutrientes e compostos bioativos dos alimentos 
(CBA), de acordo com genótipos distintos. Por outro lado, 
abrangem a nutrigenômica, que auxilia na compreensão de 
como os nutrientes e CBA afetam a expressão gênica e o 
curso das doenças.” Evidências sugerem que, em doenças 
geneticamente complexas, como as mediadas pelo sistema 
imune, nutrientes e CBA podem interagir com o genoma, 
diferenciando as respostas genotípicas aos antígenos imu- 
nogênicos e, consequentemente, modificando o fenótipo 
em questão.!»!º No entanto, pouco se sabe acerca desses me- 
canismos na DC e em outros DAG, como a SG não celíaca. 

Nesse contexto, diante das inconsistências acerca da 
fisiopatologia e do diagnóstico da SG não celíaca, op- 
tou-se por apresentar, nas próximas seções deste capítu- 
lo, as últimas evidências mais consistentes sobre as possí- 
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veis interações entre glúten e nutrientes-(epi)genoma e 
seus efeitos sob a integridade da barreira intestinal em 
celíacos, bem como sobre a epidemiologia e a fisiopatolo- 
gia da SG não celíaca. Por fim, serão relatadas as expecta- 
tivas a respeito da inserção na prática clínica de aspectos 
nutrigenéticos e/ou nutrigenômicos que possam refinar 
e complementar as terapêuticas nutricionais atualmente 
recomendadas na DC. 


DOENÇA CELÍACA 


Aspectos gerais 


A DC pode ser definida como uma enfermidade au- 
toimune com enteropatia, ativada pela ingestão de glúten 
em indivíduos geneticamente predispostos.”” É conside- 
rada um problema de saúde pública negligenciado glo- 
balmente.'*! Estudos epidemiológicos recentes destacam 
que a sua prevalência estimada aumentou em quatro ve- 
zes nas últimas cinco décadas, atingindo cerca de 1 a 3% 
da população mundial!” !º e aproximadamente 10% dos 
familiares de pacientes diagnosticados com DC," ressal- 
tando a importância do componente genético envolvido 
no desenvolvimento dessa doença. 

O conceito de iceberg celíaco (Figura 28.1) ilustra a 
epidemiologia da doença, com elevada proporção de ca- 
sos não diagnosticados que refletem a importante preva- 
lência populacional da forma subclínica e silenciosa da 
DC.'*? As dificuldades de rastreamento e de diagnóstico 
podem ser parcialmente explicadas pelo fato de que a fi- 
siopatologia da doença ainda não está totalmente elucida- 
da e, também, pela divergência relevante nas caraterísticas 
fenotípicas, genotípicas e clínicas entre os grupos popula- 
cionais e etários de pacientes celíacos.” A população 
que se inclui no contexto do iceberg celíaco, frequente- 
mente de adultos, é assintomática, mas com sorologia po- 
sitiva e histologia intestinal típica de DC. Representa o 
grupo de maior risco para desenvolver complicações au- 
toimunes e/ou malignas, como linfoma de células T e ade- 
nocarcinomas do intestino delgado." 
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Figura 28.1 /ceberg celíaco. DC: doença celíaca. Fonte: adaptada de 
Guandalini.? 


Os sintomas clínicos da DC são frequentemente nor- 
malizados com dieta livre de glúten (DLG). Tais sintomas 
podem ser divididos em gastrintestinais e extraintesti- 
nais.***° Os sintomas gastrintestinais mais frequentes na 
população pediátrica incluem aqueles associados com 
má absorção intestinal, como diarreia crônica, distensão 
abdominal, constipação e perda de peso.” Em longo pra- 
zo, as complicações gastrintestinais podem promover 
atraso no crescimento em crianças e baixa estatura nos 
adolescentes. Por outro lado, os sintomas extraintestinais 
são mais frequentes na população adulta e normalmente 
secundários à má absorção, como anemia por deficiência 
de ferro ou osteoporose resultante da absorção reduzida 
de vitamina D e cálcio. Outras características clínicas ex- 
traintestinais incluem doenças autoimunes como diabe- 
tes melito tipo 1, dermatite herpetiforme, neuropatia pe- 
riférica, pancreatite e tireoidite.?+2/2º 

Após rastreamento sorológico, o diagnóstico da DC é 
confirmado pela presença de alterações histológicas em 
biópsias da mucosa do intestino delgado, nomeadamente 
atrofia vilositária, hiperplasia das criptas e inflamação in- 
testinal profunda.” O forte componente genético que 
associa o sistema imune à fisiopatologia da DC?! faz com 
que características funcionais e estruturais do epitélio in- 
testinal celíaco estejam frequentemente alteradas e com- 
prometidas.” Mediada principalmente pela atividade de 
células T, a patogênese da DC é de etiologia complexa e 
ainda não totalmente esclarecida. Contudo, a exposição 
de indivíduos geneticamente predispostos ao glúten ali- 
mentar compreende o fator fundamental para a iniciação 
da doença. Recentemente, os estudos GWAS permitiram 
estimar que o locus HLA (human leukocyte antigen), que 
codifica moléculas do complexo de histocompatibilidade 
principal (MHC, major histocompatibilty complex), expli- 
ca aproximadamente 40% da variação genética da DC.**? 
A Figura 28.2 apresenta um esquema que elucida os cri- 
térios de nomenclatura do sistema HLA estabelecidos 
pela Organização Mundial da Saúde.” 


Genes HLA e não HLA 


O complexo HLA está localizado na região cromossô- 
mica 6p21.3, a qual contém mais de 200 genes e 3 mil ale- 
los conhecidos.” Os genes HLA podem ser divididos em 
três classes; os de classe II codificam os alelos HLA-DQ2 e 
HLA-DQS (localizados nos loci HLA-DR, -DQ e -DP), os 
mais relevantes e mais bem caracterizados no contexto da 
DC. As evidências mais recentes apontam uma resposta 
imunogênica central dos heterodimeros DQ sobre os per- 
fis genéticos individuais e/ou populacionais, definindo as 
diferentes manifestações clínicas e o nível de gravidade da 
DC. Na Figura 28.3 podem ser visualizados os dife- 


Sistema HLA 
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encontrados em indivíduos saudáveis, o que demonstra 
que, embora sejam necessários para o desenvolvimento 
da doença em si, não são suficientes." 

Estudos apontam que não somente celíacos, mas 
também indivíduos saudáveis são carreadores de alelos 


Região HLA 
TI = = 3,36 

co EI EI HLA De ou -DQ8. Da mesma forma, enquanto 
HLA — A * D2 : 101 : 01: 02N Z N Cromossomo6 aproximadamente 30% desses indivíduos são carreado- 
Cr cy Cy res de alelos -DQ2, menos de 5% desenvolverão a doença 
q ao longo da vida.” E provável, assim, que outros fatores 
EM retoma a e/ou mecanismos não HLA estejam envolvidos na fisio- 
— wee Haplótipos HLA patologia da doença.” Por esses motivos, o interesse 
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Figura 28.2 Nomenclatura do sistema HLA (human leukocyte antigen). 
Fonte: adaptada de Marsh® e HLA Nomenclature (disponivel em: http:// 
hla.alleles.org/nomenclature/naming.html; acessado em: 11 ago. 2016). 


rentes haplótipos HLA associados a maior ou menor risco 
de desenvolvimento da DC. 

Apesar de os alelos HLA-DQ2 e -DQ8 serem fre- 
quentes na população celíaca, são também comumente 


clínico da pesquisa dos alelos HLA associados à doença 
serve apenas para excluir o risco genético em caso de dú- 
vida de diagnóstico ou em familiares de indivíduos com 
diagnóstico confirmado. Nesse sentido, os indivíduos ne- 
gativos para esses haplótipos não necessitam manter vi- 
gilância especial ou repetição de testes serológicos. 


Fisiopatologia da doença celíaca 


A fisiopatologia da DC está ilustrada na Figura 28.4. O 
fator ambiental que desencadeia a DC é o glúten, constituí- 
do coletivamente pelas frações proteicas solúveis em álcool 
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Figura 28.3 Associações dos haplótipos HLA (human leukocyte antigen) com a predisposição para a doença celíaca (DC). Fonte: adaptado de 
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Figura 28.4 Fisiopatologia da doença celíaca. APC: células apresentadoras de antígenos; HLA-DQ2: human leukocyte antigen DOZ, HLA-DO8: human 
leukocyte antigen DOS; HLA-E: human leukocyte antigen alfa chain E; IFN-gama: interferon gama; IgA: imunoglobulina A; IL: interleucina; mer-33: pepti- 
deos resultantes da digestão parcial do glúten; MIC: sequência relacionada ao polipeptideo MHC classe |; slgA: imunoglobulina A solúvel; T CD4+: lin- 
fócito T auxiliar CD4+; T CD8+: linfócito citotóxico CD8+; TG2: transglutaminase 2; tTG2: transglutaminase tecidual 2. Fonte: adaptada de Sollid e Jabri.” 


provenientes do trigo (gliadina), do centeio (hordeínas) e 
da cevada (secalina). Estes representam os principais pep- 
tídeos de glúten imunogênicos e ativadores da DC, por 
apresentarem quantidades elevadas de resíduos aminoaci- 
dicos de glutamina e prolina. Essas macromoléculas protei- 
cas com peso molecular elevado são parcialmente digeridas 
pelas enzimas do lúmen intestinal e da membrana apical 
em peptídeos menores, que são altamente resistentes à de- 
gradação por enzimas gastrintestinais presentes no suco 
gástrico, pancreático e no intestino delgado.” 


Em indivíduos geneticamente predispostos, a expo- 
sição da mucosa intestinal ao glúten alimentar desenca- 
deia a ativação desregulada de respostas imunes inatas 
e/ou adaptativas e inflamatórias.” Os enterócitos aco- 
plados ao tecido linfoide associado ao intestino delgado 
(GALT, gut-associated lymphoid tissue) perdem a função 
de permeabilidade seletiva aos compostos que entram 
no lúmen intestinal, incluindo a exposição aos antíge- 
nos alimentares provenientes do glúten.” Isso pode ser 
desencadeado por dois mecanismos fundamentais. Por 


um lado, os peptídeos de gliadina induzem a produção 
de interleucina-15 (IL-15) pelas células do epitélio intes- 
tinal, a qual tem papel central na ativação e na prolifera- 
ção dos linfócitos T CD8+ intraepiteliais. Posteriormen- 
te, esses linfócitos ativados ou citotóxicos participarão 
do processo de lesão epitelial, já que reconhecem os en- 
terócitos que expressam a molécula de estresse MIC-A e 
contribuem para sua morte. 

Por outro, a expressão do receptor de quimiocinas 
CXCR3 em nivel luminal intestinal representa um im- 
portante alvo na fisiopatologia da DC. A união dos pep- 
tídeos de gliadina ao receptor CXCR3 das células epite- 
liais intestinais pode resultar na liberação de zonulina e 
consequente perda das junções de oclusão (TJ, tight junc- 
tions), estruturas que sustentam a integridade intestinal. 
O comprometimento funcional das TJ provoca o dese- 
quilíbrio entre tolerância e reconhecimento imunitário 
dos peptídeos de glúten com consequente aumento da 
permeabilidade paracelular.*** Isso permite que pepti- 
deos resultantes da digestão parcial do glúten (33-mer) 
consigam atravessar com maior facilidade o epitélio in- 
testinal. São então desaminados pela enzima transglu- 
taminase tecidual 2 (tTG2), que desempenha papel im- 
portante na toxicidade relacionada com o glúten e na 
produção de anticorpos contra a própria tTG2 e a proteí- 
na endomisio.” 

A enzima tTG2 introduz resíduos acídicos carregados 
negativamente na estrutura química desses peptídeos, con- 
vertendo-os em glutamina e/ou prolina. Dessa forma esses 
peptídeos imunogênicos são capazes de se ligar aos sulcos 
carregados positivamente das moléculas HLA-DQ2 e/ou 
HLA-DQS, expressas principalmente em células apresen- 
tadoras de antígenos (APC) (células B e T ativadas, macró- 
fagos, células dendríticas e epiteliais tímicas).”>*” 

Na lâmina própria, o complexo gliadina (33-mer)- 
-moléculas HLA de classe II é então apresentado pelas 
APC as células T CD4+, as quais são ativadas e iniciam a 
resposta imune adaptativa. Espera-se que essa resposta 
de células T restrita ao complexo de interação entre 
HLA-DQ2/8 e peptídeos de glúten ocorra somente em 
pacientes celíacos e não em indivíduos saudáveis.“ 

É bem estabelecido que a via do fator de transcrição 
designado fator nuclear kappa B (NF-kB) encontra-se 
constitutivamente alterada na DC. O NF-KB é um regula- 
dor essencial da resposta imune adaptativa e controla a 
ativação, a proliferação e a sobrevivência linfocitária. A 
ativação do NF-kB favorece o aumento da expressão da 
ciclo-oxigenase e da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 
ambas estão envolvidas com a síntese de prostaglandinas 
e de óxido nítrico (ON).” 

As principais citocinas e interleucinas pró-inflama- 
tórias produzidas por células T helper 1 (Th1) são inter- 
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feron gama (INF-gama) e IL-15, IL-18 e IL-21, respecti- 
vamente.“ Tem-se ainda que, depois de ativadas, as células 
T podem estimular a produção de anticorpos pelas célu- 
las B, principalmente de imunoglobulina A (IgA).“* Essa 
resposta humoral é direcionada duplamente contra os 
epítopos do glúten e contra o antígeno tTG. Grande par- 
te dos pacientes celíacos desenvolve anticorpos IgA con- 
tra a enzima tTG,* o que compreende um dos principais 
mecanismos que permite que a comunidade científica 
classifique a DC como doença autoimune.” 

Nesse contexto, a combinação das respostas imunes 
inata e adaptativa conduz à ativação de células T e à pro- 
dução de citocinas pró-inflamatórias,” conferindo into- 
lerância ao glúten alimentar e o consequente perfil intes- 
tinal celíaco, caracterizado por atrofia das vilosidades e 
hiperplasia das criptas no intestino delgado.” Em casos 
mais avançados, nos quais a doença se apresenta em sua 
forma silenciosa ou quando o indivíduo celíaco não res- 
ponde à terapêutica de restrição do glúten alimentar, po- 
de também ocorrer infiltração intraepitelial e da lâmina 
própria por diversas células inflamatórias.” 


SENSIBILIDADE AO GLÚTEN NÃO CELÍACA 


A DC não representa a única condição clínica que 
responde à retirada do glúten da alimentação.” A SG não 
celíaca foi atualmente reconhecida como um distúrbio 
gastrintestinal responsivo à presença de glúten alimentar, 
com estimativas de atingir 6% da população mundial. 
Atualmente, não há critérios de diagnóstico estabelecidos 
para a SG não celíaca. Uma questão essencial é esclarecer 
se os sintomas são induzidos pelas frações peptídicas de- 
rivadas do glúten ou por outros constituintes presentes 
nos alimentos que contêm glúten, como constituintes do 
trigo ou carboidratos. 

Os alelos DQ2/DQ8 de maior risco à DC também es- 
tão presentes em pacientes com SG não celíaca. Entretan- 
to, DC e SG não celíaca constituem duas condições clíni- 
cas causadas por respostas distintas da mucosa intestinal 
ao glúten alimentar. As lesões típicas na DC são mediadas 
por vias efetoras do sistema imune inato e adaptativo. De 
forma distinta, sugere-se que, na SG não celíaca, esteja en- 
volvida apenas a resposta imune inata.”*! As evidências 
indicam que, contrariamente ao que ocorre na DC, a res- 
posta imune inata é ativada, mas sem a presença de ente- 
ropatia e de marcadores característicos da DC (p. ex., tTG 
e EMA elevados, permeabilidade da mucosa intestinal 
aumentada). É provável que a compreensão completa do 
envolvimento das vias imunes inata versus adaptativa na 
fisiopatologia da SG não celíaca contribua para a identifi- 
cação de diferenças clínicas e sorológicas com potencial 
diagnóstico em pacientes com SG não celíaca e DC.º!95 
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Em razão da ausência de critérios de diagnóstico que 
permitam estimar a prevalência de SG não celíaca, Kab- 
bani et al. desenvolveram um algoritmo diagnóstico pa- 
ra diferenciá-la da DC, por meio da análise de marcado- 
res clínicos, sorológicos e de fatores de risco estabelecidos 
para DC. Asseguram-se, assim, melhor rastreamento e 
diagnóstico da enteropatia.'” Os principais resultados 
mostraram que indivíduos com SG não celíaca apresen- 
tam características clínicas distintas, apesar de resposta 
comum à restrição do glúten da alimentação: 


m Desenvolvem os sintomas em idade precoce em 
que predomina a constipação em vez dos sintomas de má 
absorção, deficiências nutricionais ou história pessoal de 
doença autoimune ou de DC na família. 

E Anticorpos IgA-tTG e anticorpos contra o peptí- 
deo gliadina desaminado IgA/IgG não somente apresen- 
tam especificidade elevada para a DC na população em 
geral, mas também em indivíduos que relatam sintomas 
responsivos à retirada do glúten da alimentação. 


Nesse sentido, os conhecimentos e resultados atuais 
indicam que um indivíduo poderia ser diagnosticado 
com SG não celíaca quando responde à retirada do glú- 
ten da alimentação e quando seus marcadores sorológi- 
cos e de histologia duodenal aplicados para o diagnóstico 
da DC são negativos e não satisfazem ao critério de aler- 
gia ao trigo mediada por imunoglobulina E (IgE). 


GENÔMICA NUTRICIONAL NO CONTEXTO 
DA DOENÇA CELIACA 


Perspectivas 


Como explicado anteriormente neste livro, a genô- 
mica nutricional representa uma abordagem promisso- 
ra que refina as bases das recomendações nutricionais 
atuais. Isso permite caracterizar subgrupos populacio- 
nais e/ou indivíduos de acordo com biomarcadores ge- 
néticos que definem o comportamento funcional e fi- 
siológico de um nutriente sobre o metabolismo, bem 
como em mecanismos epigenéticos capazes de alterar 
um fenótipo.* 

É evidente que a identificação de variantes genéticas 
e marcas epigenéticas é de grande utilidade clínica não só 
para estabelecer marcadores de suscetibilidade às entero- 
patias ativadas pelo glúten alimentar, mas também para 
elucidar a fisiopatologia delas. Por permitirem a identifi- 
cação precoce de indivíduos provavelmente suscetíveis à 
DC, estratégias genômicas nutricionais personalizadas 
podem ser potencialmente direcionadas em um período 
oportuno para a redução do risco do desenvolvimento de 


sintomas e, possivelmente, da DC por meio de interven- 
ções nutricionais adequadas.” 

A nutrigenética pode fornecer informações cruciais 
que explicam como as respostas metabólicas aos nutrien- 
tes com funções imunomodulatórias, antioxidantes e 
anti-inflamatórias podem divergir de acordo com o ge- 
nótipo de cada indivíduo. No entanto, na população ce- 
líaca e, especialmente, na SG não celíaca, excetuando-se 
os haplótipos DQ, pouco se sabe acerca dos efeitos que 
variantes polimórficas em regiões codificantes de genes 
específicos podem promover sob a regulação de diversas 
vias metabólicas. 2% 

É prioritário identificar intervenções nutricionais ca- 
pazes de modular a expressão de genes que codifiquem 
proteínas envolvidas na neutralização e/ou atenuação da 
toxicidade de peptídeos do glúten em indivíduos celia- 
cos, o que auxiliará na preservação da integridade da bar- 
reira intestinal e, consequentemente, na prevenção de 
possíveis complicações provenientes de deficiências nu- 
tricionais predominantes nos celíacos não tratados. Isso 
inclui não somente a DC, mas também outras enfermi- 
dades gastrintestinais que compartilham das mesmas 
vias autoimunes da DC, como o diabete melito tipo 1 ou 
outras alterações promovidas pela exposição ao glúten 
alimentar. 

Por outro lado, a nutrigenômica acrescenta novas 
perspectivas acerca do papel reversível que a alimentação 
pode promover no fenótipo celíaco. As principais expec- 
tativas desse conceito emergente na comunidade cientifi- 
ca é que nutrientes sejam capazes de modular eventos 
epigenéticos, de regular a expressão gênica e a síntese de 
mediadores que assegurem a integridade da barreira in- 
testinal em celiacos.”'»°? 

Nesse sentido, apresentam-se aqui as evidéncias mais 
concisas que até então introduzem a genômica nutricio- 
nal na conduta clínica da DC e que, possivelmente, pode- 
rão ser exploradas e extrapoladas em um futuro próximo 
para outras DAG, como a SG não celíaca. 


Deficiências nutricionais relacionadas 
à doença celíaca 


A remoção total do glúten da alimentação por apro- 
ximadamente um ano é capaz de reverter o perfil imu- 
noinflamatório da mucosa do intestino delgado celíaco, 
além de melhorar, na maioria dos casos, o padrão de 
marcadores imunológicos e os sintomas gastrintestinais 
associados à doença.” Contudo, um padrão de alimenta- 
ção livre de glúten durante toda a vida pode ser de difícil 
adesão, principalmente por implicar importante modifi- 
cação de hábitos alimentares, o que, frequentemente, apre- 
senta custos elevados. Sob a perspectiva nutricional, uma 


intervenção que restringe o consumo de alimentos ou 
produtos alimentícios que contenham glúten, em curto 
ou longo prazo, se não for devidamente aderida pelo pa- 
ciente e combinada com um efetivo plano de reeducação 
alimentar, implica, muitas vezes, deficiências nutricio- 
nais importantes na população celíaca, as quais podem 
estar associadas diretamente à DC, ser consequência da 
DLG ou resultado da combinação dos dois fatores.º*! 

Em pacientes celíacos recém-diagnosticados, obser- 
va-se uma deficiência predominante de macro e micro- 
nutrientes essenciais à saúde global, como na modulação 
das respostas imunes e inflamatórias. Entre os micro e 
macronutrientes mais afetados quando a DC está ativa, 
estão ferro, ácido fólico, cálcio, zinco, vitaminas D, B12 e 
B6 e ácidos graxos essenciais.» 

Aspectos nutrigenéticos e nutrigenômicos de alguns 
desses micronutrientes serão discutidos aqui separadamen- 
te, bem como a sua influência em genes HLA e não HLA. 


Deficiência de ferro 


O ferro é absorvido primariamente na região proxi- 
mal do intestino delgado, local mais gravemente afetado 
na DC, o que faz que a deficiência desse micronutriente 
hidrossolúvel represente a carência nutricional mais co- 
mum em pacientes celíacos recém-diagnosticados.” A 
prevalência de anemia ferropriva associada a DC, entre- 
tanto, pode divergir significativamente entre os grupos 
populacionais.'*** Esses aspectos podem ser globalmente 
influenciados por inúmeros fatores, como a sensibilidade 
aprimorada de diagnóstico da doença e/ou a interferência 
de diversos fatores ambientais e/ou genéticos.'® Estudos 
recentes indicam que o perfil genético individual parece 
modificar o risco de desenvolvimento de anemia na DC. 
A anemia ferropriva é frequente em aproximadamente 
50% dos pacientes com condição subclínica da doença, 
sendo resistente à suplementação oral com ferro.º*% 

A baixa efetividade de suplementação com ferro em 
celíacos não está totalmente elucidada. Entretanto, a ane- 
mia por deficiência desse mineral na população celíaca 
pode ocorrer mesmo na ausência de sintomas gastrintesti- 
nais. Além da má absorção típica decorrente das lesões na 
mucosa intestinal, a inflamação local e sistêmica contribui 
de maneira importante para o estabelecimento da anemia 
ferropriva, além de também estar associada com a desre- 
gulação do perfil lipídico, agravando o quadro clínico anê- 
mico em celíacos.‘ Um processo inflamatório intestinal 
instalado pode promover a desregulação da atividade do 
hormônio hepático hepicidina, principal regulador do 
metabolismo sistêmico do ferro corporal.” As distintas 
respostas de pacientes celíacos ao ferro proveniente da ali- 
mentação ou de suplementos podem ser parcialmente ex- 
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plicadas pelas variações genéticas que regulam a expressão 
do gene que codifica a proteína hepicidina, afetando direta 
ou indiretamente a absorção do ferro alimentar e sua libe- 
ração por macrófagos para a corrente sanguínea.“ 

Por outro lado, a prevalência acentuada de moléculas 
DQ2.5 tem sido associada com o status de deficiência de 
ferro. Observa-se ainda que, em pacientes celíacos de ori- 
gem caucasiana e idade adulta, as variantes que codifi- 
cam DQ2.2, DQ4 ou DQ2.5 são mais frequentes, compa- 
radas à variante -DQ8. Tais evidências sugerem que, na 
prática clínica, os testes genéticos de rastreamento para 
DC devam ser considerados nos indivíduos com defi- 
ciência de ferro, independentemente da presença de ane- 
mia.“ Reconhece-se, ainda, a necessidade de se explorar 
os distintos perfis genéticos que regulam o metabolismo 
do ferro na população celíaca. Assim, estratégias mais 
efetivas poderão ser direcionadas na prevenção e/ou cor- 
reção da anemia ferropriva. 


Deficiências de vitamina B6, B12 e folato 


Em celíacos recém-diagnosticados e não submetidos à 
DLG, as deficiências de ácido fólico e de vitamina B12 po- 
dem variar entre os diferentes grupos populacionais, 
podendo atingir cerca de 42% dos casos. A deficiência de 
vitamina B6, apesar de menos prevalente (14,5%), não de- 
ve ser descartada, porque a capacidade absortiva in- 
testinal comprometida dessas vitaminas hidrossolúveis faz 
com que pacientes celíacos não tratados sejam mais susce- 
tíveis às alterações no metabolismo da homocisteína.” 
Existem evidências que indicam a existência de uma distri- 
buição diferente na frequência de polimorfismos de nu- 
cleotídeo único (SNP) em genes que codificam para enzi- 
mas essenciais do metabolismo do folato e que a melhora 
esperada das concentrações de homocisteina após restri- 
ção do glúten varie de acordo com os genótipos indivi- 
duais. Um exemplo é a presença do alelo T do SNP C677T 
(rs1801133) no gene da enzima 5,10-metilenotetra-hidro- 
folato redutase (MTHFR).’””? Contudo, a escassez de estu- 
dos robustos e conclusivos reforça a necessidade de se rea- 
lizarem mais investigações que visem elucidar o papel 
dessa via e seus metabólitos intermediários na DC. Isso 
permitirá a identificação de possíveis biomarcadores de 
suscetibilidade genética às alterações presentes nessa via 
metabólica, bem como identificar, por exemplo, grupos de 
risco que possam se beneficiar ou não com a suplementa- 
ção vitamínica do complexo B.” 


Deficiência de vitamina D e cálcio 


A associação entre a disponibilidade de vitamina D e a 
prevalência de doenças mediadas pelo sistema imune é bem 
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estabelecida, incluindo a DC. Células T expressam recepto- 
res de vitamina D (VDR), os quais podem ser alvos diretos 
ou indiretos da sua forma química ativa 1,25(OH)2D3, 
que, ligada ao VDR, pode exercer múltiplos efeitos imuno- 
modulatórios. Vários fatores etiológicos refletem a preva- 
lência importante e elevada de deficiência de vitamina D 
em pacientes celíacos recém-diagnosticados, entre eles a 
reduzida habilidade de absorção decorrente da capacidade 
intestinal celíaca comprometida e/ou da divergência local 
de exposição dos grupos populacionais a mais ou menos 
luz solar e/ou até mesmo associada à redução da biodispo- 
nibilidade de cálcio na alimentação.”*76 

Entre os poucos estudos descritos na literatura que 
buscam identificar associações entre variantes polimórfi- 
cas regulatórias do metabolismo da vitamina D em celía- 
cos, foi sugerido que polimorfismos no gene que codifica 
o VDR compreendem marcadores de suscetibilidade ou 
de proteção para doenças autoimunes, aumentando ou 
diminuindo o risco para a DC, respectivamente.” 

O paciente celíaco pode ser também portador de in- 
tolerância à lactose, a qual pode decorrer de predisposi- 
ção genética ou de lesão vilositária intestinal jejunal, já 
que a enzima lactase é expressa na membrana apical dos 
enterócitos. Isso implica que, além da restrição do glú- 
ten, a lactose presente no leite e derivados também deve 
ser reduzida ou eliminada temporária ou definitiva- 
mente da alimentação. É descrito na literatura que mais 
de 50% dos pacientes em tratamento consomem menos 
de 50% das recomendações de ingestão diária de cál- 
cio. Esses dados podem explicar parcialmente a persis- 
tência de complicações extraintestinais na população 
celíaca, como osteopenia e osteoporose em adultos e 
déficit de crescimento em crianças e adolescentes. A 
lactase é a principal enzima envolvida na regulação da 
absorção de lactose em nível intestinal. Dois polimor- 
fismos C/T(-13910) e G/A(-22018) localizados na re- 
gião regulatória do gene LCT que codifica a lactase es- 
tão relacionados à persistência ou não da enzima, e as 
variantes relacionadas à não persistência parecem ser 
mais frequentes na população pediátrica celíaca, mas 
não entre indivíduos saudaveis.”*” 

Nesse contexto, a restrição de laticínios na alimenta- 
ção pode representar uma terapêutica nutricional efetiva 
na população celíaca, desde que o diagnóstico clínico e 
genético tenha sido estabelecido. Os distintos genótipos 
associados à gravidade da DC podem influenciar a bio- 
disponibilidade do cálcio e, direta ou indiretamente, a 
biodisponibilidade de outros micronutrientes essenciais, 
com particular atenção para a vitamina D. Diante do for- 
te componente genético que regula as vias de metabolis- 
mo do cálcio e vitamina D, o aconselhamento nutrigené- 
tico deve ser considerado. 


NUTRIGENÉTICA E DOENÇA CELÍACA 


Genes HLA 


Atualmente, acredita-se que o desenvolvimento de 
tolerância ao glúten se inicie em fase precoce da vida e 
que o período entre 4 e 6 meses de idade compreenda a 
melhor janela de oportunidade para se estabelecer estra- 
tégias de intervenção nutricional efetivas e redutoras do 
risco de desenvolvimento da DC.*"*! 

Estudos indicam, entretanto, que o momento de in- 
trodução do glúten na alimentação de crianças celiacas 
carreadoras de genótipos HLA-DQ2/DQ8 parece não in- 
fluenciar o desenvolvimento de DC na infancia.'”* Ape- 
sar de existirem evidências de que a introdução tardia do 
glúten esteja associada com o atraso do desenvolvimento 
da doença” e embora se reconheça a importância global 
da amamentação para o estado de saúde pediátrico,” 
sugeriu-se recentemente que a duração da amamentação 
e/ou a manutenção do aleitamento materno, quando o 
glúten é introduzido, podem não influenciar o risco de 
desenvolvimento de DC aos 3 ou 10 anos de idade.'” ®© 
Opostamente, sugeriu-se que o papel protetor desempe- 
nhado pela amamentação sob a microbiota intestinal pe- 
diátrica celíaca parece depender do genótipo HLA de ca- 
da indivíduo.*** 

Evidências ressaltam, ainda, que a resposta resultante 
da autoimunidade e da inflamação da mucosa duodenal 
celíaca favoreça a ocorrência de disbiose, piorando o 
prognóstico da DC,* ou que a composição imunoprote- 
tora do leite materno contra o risco de DC possa divergir 
entre mães celíacas ou não celiacas.** 

Todas essas sugestões científicas devem ser analisadas 
com cautela. No estudo de Vriezinga et al.,” por exemplo, 
os resultados obtidos podem estar diretamente relacio- 
nados com a dose de glúten (100 mg/dia) consumida e, 
certamente, serão objetos de novas investigações que 
confirmem a consistência dos resultados. Atualmente, 
não existe ainda, por exemplo, explicação clara para a 
“epidemia sueca de doença celíaca” observada nos anos 
1980 e a sua subsequente redução após modificação de 
fatores ambientais.» 

A epidemia sueca de DC revelou aumento significa- 
tivo do número de crianças celíacas, em sua maioria com 
idade inferior a 2 anos, por cerca de 10 anos a partir de 
meados da década de 1980. Os principais sintomas clás- 
sicos da DC incluíam má absorção intestinal, diarreia e 
déficit do crescimento. A incidência atingiu níveis ele- 
vados como nunca havia sido relatado anteriormente. 
Após um período 10 anos de alta incidência, esses níveis 
retornaram rapidamente aos valores antigos.” Muitas hi- 
póteses surgiram para tentar explicar esse fenômeno da 


DC na população pediátrica sueca. Excluiu-se o fato de 
que alterações genéticas representariam os principais 
agentes modificadores da origem e curso da epidemia, já 
que esta ocorreu em um curto período. Entretanto, reco- 
nheceu-se que fatores ambientais, como alimentação e 
infecções, estavam envolvidos de forma importante. Sus- 
peitou-se, por exemplo, que, como crianças com menos 
de 2 anos de idade foram as mais afetadas, mudanças nas 
práticas de alimentação infantil, como a introdução pre- 
coce do glúten na alimentação, ou a exposição a episó- 
dios infecciosos repetitivos no início da vida, fossem os 
principais agentes modificadores do risco de desenvolvi- 
mento de DC nessa população.'»*” A antecipação da in- 
trodução do glúten na alimentação de crianças suecas 
ocorreu, principalmente, em razão de medidas de saúde 
pública que visavam fornecer quantidades extras de ferro 
nos farináceos e cereais para prevenir o risco de desenvol- 
vimento de anemia. Por outro lado, a prática do aleita- 
mento materno em período que precedeu o decréscimo 
da incidência da doença sugeriu, ainda, que este pudesse 
ter tido um efeito protetor ao risco de DC nessa popula- 
ção." Entretanto, não há ainda evidências que confir- 
mem tal hipótese.!”º2 

As infecções sazonais também podem proporcionar 
momentos de oportunidade para aumentar a sensibilida- 
de ao glúten em indivíduos geneticamente suscetiveis,'**” 
uma vez que crianças nascidas durante o verão podem 
apresentar risco aumentado para a DC, pois possivel- 
mente são expostas ao glúten da alimentação durante o 
inverno, quando as infecções são mais comuns.” Entre- 
tanto, nenhuma dessas hipóteses foi totalmente elucida- 
da até o momento.*!*” 


Genes não HLA 


GWAS e estudos que envolvem mapeamento refina- 
do das mais diversas variantes que promovem alterações 
funcionais na DC vêm conseguindo explicar a complexa 
etiopatogênese da DC. A combinação do complexo HLA 
e de polimorfismos em genes não HLA vem ampliando a 
sensibilidade de diagnóstico daqueles em fase silenciosa 
da DC, além de permitir melhor identificação e classifi- 
cação de indivíduos recém-diagnosticados.*”! 

Na região cromossômica onde se encontra o comple- 
xo HLA há centenas de genes com função imunológica, 
mas com densidade gênica e variabilidade elevadas, além 
de muitos genes em desequilíbrio de ligação (LD, linkage 
desequilibrium), o que torna difícil apontar uma variante 
causal.**° Os grandes progressos tecnológicos em bioin- 
formática e a rápida evolução científica na era pós-geno- 
ma permitem avançar significativamente na identificação 
de novos genes funcionais não HLA. A partir do primeiro 
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GWAS na DC, a sensibilidade da identificação de genes 
não HLA relevantes como fatores genéticos de suscetibili- 
dade à DC aumentou consideravelmente.** Dois GWAS 
posteriores identificaram 57 loci em genes não HLA deter- 
minantes para a suscetibilidade e envolvidos na fisiopato- 
logia da DC.**” Sugeriu-se fortemente que a predição do 
risco para DC em uma população pediátrica poderia ser 
melhorada adicionando as 57 variantes genéticas não 
HLA ao genótipo celíaco clássico HLA. Enquanto o genó- 
tipo HLA apresenta uma sensibilidade de apenas 35%, o 
método HLA+57 SNP parece ser mais efetivo, uma vez 
que aumentou a sensibilidade de rastreamento e de iden- 
tificação de pacientes celíacos em 63%. Permitiu, ainda, 
melhor seleção daqueles que precisam de acompanha- 
mento e repetição frequente de testes imunológicos. 

Um mecanismo não HLA bem estabelecido envolve a 
estimulação do receptor CTLA4 (cytotoxic T-lymphocy- 
te-associated protein-4), situado na membrana dos linfó- 
citos T. A regulação negativa de células T e o risco de DC 
estão intimamente relacionados à presença de polimor- 
fismos no gene CTL4.""” Existe um número amplo de 
estudos que consideram múltiplas variantes, tanto na re- 
gião promotora como na região codificadora (íntrons e 
éxons) desse gene. Contudo, há interesse especial em va- 
riações genéticas localizadas na região promotora do 
CTL4, como o SNP -1147 C/T (rs16840252), já que po- 
dem afetar de modo direto a atividade transcricional.”?* 

Quando as células T CD4+ são ativadas, inicia-se 
uma cascata de vias pró-inflamatórias: células Th1, por 
exemplo, induzidas por IL-15, IFN-alfa e, possivelmente, 
IL-18, são coestimuladas para produção e liberação de 
citocinas (IFN-gama) e interleucinas pró-inflamatórias, 
incluindo IL-15 e IL-18.*' Quando estimulado por molé- 
culas expressas na superfície das APC, o receptor CTLA4 
transmite um sinal de regulação negativa ao interior dos 
linfócitos T, inibindo a sua ativação e truncando a conse- 
quente cascata inflamatória. Esse mecanismo é atual- 
mente alvo terapêutico de fármacos na prática clínica, 
pela função que esse receptor desempenha em doenças 
com componente autoimune.** 

Embora dentro das vias de sinalização envolvidas na 
resposta imune a região cromossômica 2933 seja de con- 
siderável interesse como um locus candidato de suscetibi- 
lidade à DC, poucos estudos sistemáticos abrangem toda 
a região, incluindo, por exemplo, o gene ICOS, o qual 
codifica uma proteína de superfície que desempenha pa- 
pel fundamental na regulação de células B e na secreção 
de citocinas.” Por exemplo, o alelo T do rs10932029 
(ICOS IVS1 173) parece aumentar a expressão do gene 
CTL4, reforçando a suscetibilidade à DC, enquanto o ale- 
lo T do rs10932037 (ICOS c.1624) aumenta a expressão 
de ICOS, exercendo propriedades protetoras. Além disso, 
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inúmeros estudos indicam que os polimorfismos no ge- 
ne ICOS estão em LD com SNP no gene CTLA4.º>7-2 

Existe um número considerável de evidências asso- 
ciando a nutrigenética com a modulação da resposta 
imunoinflamatória em nível intestinal, incluindo doen- 
ças que partilham das mesmas vias autoimunes da DC. 
Entretanto, ainda não está claro como tais interações en- 
tre variantes polimórficas e nutrientes possam modificar 
as principais vias HLA e/ou não HLA no contexto celia- 
co. Assim, polimorfismos em genes de citocinas que estão 
associadas com resposta inflamatória crônica mais acen- 
tuada, bem como a ação combinada de várias citocinas 
pró-inflamatórias, poderão desempenhar papel impor- 
tante ainda não totalmente compreendido no contexto 
da intolerância ao glúten.” Podem representar, ainda, im- 
portantes alvos moleculares para estudos que busquem 
associar, por exemplo, a interação de genótipos com o 
risco diferenciado de deficiências nutricionais na popu- 
lação celíaca. 

Por último, é importante destacar que os fatores as- 
sociados à modificação do risco de DC não devem ser 
extrapolados para indivíduos diagnosticados com SG 
não celíaca porque, apesar de cada vez mais reconhecida, 
sua patogênese não foi ainda totalmente esclarecida.” 
Resultados, apesar de relevantes para melhor elucidação 
de estratégias que favoreçam o tratamento da DC, preci- 
sam ainda ser explorados e correlacionados com outros 
aspectos já bem estabelecidos na DC, como possíveis as- 
sociações com mecanismos “HLA + não HLA” subjacen- 
tes à patogênese e que, possivelmente, melhorem o ras- 
treamento e a identificação dos grupos de risco.***»!00 

Contudo, os efeitos funcionais desses polimorfismos 
em moléculas HLA e não HLA não explicam isolada- 
mente a etiopatogênese de uma doença de caráter com- 
plexo como a DC. É provável que a lacuna de conheci- 
mento possa ser mais bem elucidada explorando-se tanto 
alterações na sequência de DNA (principalmente SNP) 
como alterações epigenéticas que resultam em alterações 
na estrutura da cromatina e na expressão gênica, isoladas 
ou em associação. 


NUTRIGENÔMICA E EPIGENÉTICA NA DOENÇA 
CELIACA 


No que se refere ao intestino e aos enterócitos, nu- 
trientes e compostos bioativos provenientes da alimenta- 
ção são capazes de modular inúmeras funções celulares e 
de modificar a resposta imune e inflamatória. No contex- 
to da DC, a identificação de alvos nutrigenômicos asso- 
ciados com os peptídeos derivados do glúten e/ou com os 
nutrientes frequentemente deficientes em pacientes re- 
presenta ferramenta promissora que pode auxiliar não 


somente no rastreamento e prevenção de complicações 
da doença, mas também na proposição de novas estraté- 
gias de tratamento. 

Como descrito anteriormente, os peptídeos de glia- 
dina são reconhecidos pelos linfócitos T que conduzem o 
sistema imune a uma resposta pró-inflamatória na mu- 
cosa intestinal. Contudo, são capazes de exercer outros 
efeitos em nível celular, como indução da proliferação 
dos enterócitos (fundamental para o mecanismo hiper- 
plásico presente em lesões da mucosa intestinal celíaca), 
alterações na estrutura vilositária (forma, modificações 
da actina, permeabilidade, tráfego vesicular), sinalização 
e estresse/apoptose. Em geral, esses efeitos são indepen- 
dentes da resposta mediada por linfócitos T, e o mecanis- 
mo correspondente e sua relação com a genômica da DC 
são ainda incertos. Contudo, alguns trabalhos recentes co- 
meçam a sugerir novos mecanismos na patogênese me- 
diada por glúten, como a interação com fatores de cresci- 
mento celular e citocinas.””!™ 

O papel da epigenética na iniciação e na progressão 
de doenças com características autoimunes, como a DC, 
tem sido sustentado principalmente pela condução de 
investigações em células mononucleares do sangue peri- 
férico e em biópsias duodenais.*”'" Modelos experimen- 
tais in vitro e in vivo têm demonstrado que variações do 
epigenoma — incluindo alterações no padrão de metila- 
ção do DNA, modificações pós-traducionais de histonas 
e alterações em microRNA (miR) — podem levar à ativa- 
ção de clones de células T autorreativas, bem como re- 
gular a expressão de genes que codificam citocinas pró- 
“inflamatórias. 

Um trabalho recente indica que existem alterações 
no padrão de metilação de vários promotores gênicos 
associados com a regulação do NF-kB na mucosa intes- 
tinal de pacientes recém-diagnosticados com DC.’ As 
alterações observadas foram, de alguma forma, manti- 
das entre os pacientes celíacos mesmo após mais de dois 
anos de tratamento com DLG. As diferenças entre os 
indivíduos dos grupos controle foram menos pronun- 
ciadas, sugerindo que as alterações do padrão de metila- 
ção em celíacos possam ser parcialmente reversíveis ou 
que mais tempo seja necessário para que esse padrão 
seja normalizado. 

É relevante identificar nutrientes que tenham a ca- 
pacidade de modificar o padrão de metilação e/ou ou- 
tros mecanismos epigenéticos funcionais em genes es- 
senciais na resposta imune. Por exemplo, em reações 
mediadas por subpopulações de células Th1, os meca- 
nismos epigenéticos (principalmente o aumento dos ní- 
veis de acetilação em histonas) podem alterar a acessibili- 
dade de elementos regulatórios que circundam o locus de 
citocinas, como descrito para o locus do IEN-gama.!%-!97 


Um potencial mecanismo seria a regulação indireta de 
expressão gênica e de mecanismos epigenéticos por nu- 
trientes. No âmbito da expressão gênica, o aumento das 
concentrações de ferritina no enterócito parece induzir 
a deficiência de ferro em celíacos, e esse efeito parece ser 
dependente da expressão aumentada de TNF-alfa nos 
linfócitos intestinais.” Outro modelo de mecanismo 
potencial seria pela regulação indireta de mecanismos 
epigenéticos por meio da ação de nutrientes, como a vi- 
tamina D, na modulação das enzimas modificadoras de 
histonas na diferenciação e adesão do epitélio intesti- 
nal.'ºº Essas conexões entre a metilação alterada do DNA 
com o processo de acetilação e metilação de histonas 
têm contribuído não somente para compreender como 
a desregulação epigenética acontece em doenças media- 
das pelo sistema imune, mas também para o desenvol- 
vimento de novas terapias que possam reverter defeitos 
epigenéticos. 

A Figura 28.5 ilustra como a genômica nutricional 
pode ser mais bem compreendida no enterócito. Ilustra, 
por exemplo, como os nutrientes poderiam interagir na 
sequência do DNA ou na cromatina, bloqueando a sínte- 
se de citocinas pró-inflamatórias via regulação de fatores 
de transcrição nucleares. 

Outro mecanismo epigenético relevante na regula- 
ção da expressão gênica refere-se ao perfil de expressão 
de miR. O miR pode atuar na diferenciação e função do 
epitélio intestinal, e sua expressão parece estar desregula- 
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da em pacientes celíacos. Demonstrou-se, por exemplo, 
que a expressão de miR pode diferir entre crianças celía- 
cas, independentemente de a doença estar ou não ativa.'° 
O mesmo foi observado na população celíaca adulta, em 
que a associação da expressão de miR específicos com al- 
teração da integridade da mucosa intestinal celíaca suge- 
riu aumento significativo de moléculas envolvidas na 
resposta imune."!º Essas respostas distintas podem ser de- 
pendentes do peptídeo de glúten (13 e 33-mer) exposto 
na mucosa intestinal em celíacos.” 

As evidências atuais sobre a interação entre os miR e 
o espectro de doenças autoimunes dão origem a uma 
abordagem promissora para o seu estudo na DC.!!! Tais 
evidências sugerem, ainda, que miR merecem ser investi- 
gados mais profundamente no contexto da DC e que, 
possivelmente, possam ser extrapolados como potenciais 
alvos epigenéticos e biomarcadores para a distinção entre 
pacientes celíacos com diferentes perfis clínicos. Além dis- 
so, poderão contribuir para elucidar outros mecanismos 
epigenéticos e/ou genéticos que participam do desenvol- 
vimento e do curso da DC. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A prevalência de casos celíacos e de intolerância ao 
glúten atingiu proporções globais significativas nas úl- 
timas décadas. A DC, hoje considerada um preocupante 
problema de saúde pública, vem sendo intensamente 
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Figura 28.5 Regulação molecular de alvos nutrigenéticos e/ou nutrigenômicos na doença celíaca. FT: fator de transcrição; H3: histona 3; K27: 


resíduo de lisina 27; K9: resíduo de lisina 9. 
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investigada pela comunidade científica, em busca da 
consolidação do rastreamento clínico e de terapêuticas 
mais efetivas aos distintos perfis genômicos de indiví- 
duos e/ou populações. Identificam-se avanços promis- 
sores que vêm permitindo categorizar geneticamente 
subgrupos populacionais celíacos e a correspondente 
suscetibilidade ao desenvolvimento de distúrbios gastro 
e extraintestinais associados ao glúten, incluindo não 
somente a DC como também a SG não celíaca. Entre- 
tanto, as evidências que sustentam a fisiopatologia da 
DC ainda apresentam uma lacuna importante a ser 
preenchida. É bem estabelecido que o seu forte compo- 
nente genético estabelece as distintas respostas que um 
indivíduo, celíaco ou não, pode apresentar quando ex- 
posto ao glúten alimentar. 

A DLG compreende a única estratégia efetiva atual 
para o tratamento da DC. Entretanto, a adoção indiscri- 
minada de uma DLG atingiu proporções consideráveis 
na população global, incluindo não somente pacientes 
diagnosticados com DC ou SG não celíaca, mas tam- 
bém indivíduos saudáveis. Algumas evidências sugerem 
que, em indivíduos não celíacos, a DLG pode promover 
respostas metabólicas distintas. Isso pode representar 
um importante problema de saúde pública em longo 
prazo, pois não há evidências, até o momento, que sus- 
tentem a DLG como um hábito alimentar saudável. 

A genômica nutricional permite elucidar como a 
combinação entre a ingestão de nutrientes e o (epi)ge- 
noma influenciam a integridade genômica, a expressão 
gênica, o metabolismo e a função das células. A utiliza- 
ção dos conhecimentos da genômica nutricional na 
prática clínica pode representar estratégia personaliza- 
da protetora contra a toxicidade de peptídeos do glúten, 
o que possivelmente refinará as atuais recomendações 
de terapêutica nutricional na DC e em outras DAG. 
Conforme essas interações entre variações genéticas, 


Quadro 28.1 Aspectos importantes em nutrigenética e doença 
celíaca (DC) 


Os genes HLA-DQ2e DQ8 são necessários para o desenvolvimento 
de DC, mas não são suficientes 


Os genes não HLA são determinantes para a suscetibilidade e 
fisiopatologia de DC 


São muitos os genes e vias metabólicas envolvidos e com diferente 
distribuição entre grupos de DC e saudáveis 


Os estudos de nutrigenética são especialmente importantes para 
determinar os grupos de risco 


Mais estudos são necessários para esclarecer o papel dos genes 
implicados 


As investigações nessa área ajudarão a descobrir novas variantes 
relevantes para a suscetibilidade de desenvolver DC e suas 
complicações 


epigenética e necessidades nutricionais sejam mais bem 
compreendidas, as recomendações poderão ser perso- 
nalizadas para o melhor enfoque terapêutico e/ou para 
a redução do risco de DC. 

Por fim, diante das claras evidências acerca do que- 
bra-cabeça que reside na interação glúten-(epi)genoma e 
DAG, com particular olhar sobre a DC (Quadros 28.1 e 
28.2), aconselha-se que a retirada do glúten da alimenta- 
ção seja estritamente direcionada aos indivíduos com 
diagnóstico confirmado de DC ou em casos confirmados 
de sensibilidade ou alergia ao glúten, mas não para a po- 
pulação sem diagnóstico confirmado. Espera-se que, 
com o avançar dos estudos científicos, medidas de diag- 
nóstico e de tratamento mais claras e precisas da SG não 
celíaca sejam também identificadas. 
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INTRODUÇÃO 


O estresse oxidativo é apontado como fator impor- 
tante no envelhecimento e em diversos processos fisio- 
patológicos, o que permite inferir que moléculas antio- 
xidantes, ao atuarem no combate ao estresse oxidativo, 
promovem amplos benefícios à saúde. Nesse sentido, 
demonstrou-se em estudos epidemiológicos observacio- 
nais que a ingestão de alimentos ricos em antioxidantes 
está inversamente relacionada à incidência de câncer e de 
doenças cardiovasculares.'* Entretanto, passou-se a con- 
siderar maior complexidade do papel fisiológico e con- 
trole do estresse oxidativo quando a suplementação de 
antioxidantes, em diversos ensaios clínicos de interven- 
ção, não resultou na proteção esperada contra o desen- 
volvimento de doenças e mortalidade.*’ Em alguns des- 
ses ensaios, a suplementação de betacaroteno chegou 
mesmo a aumentar o risco de eventos cardiovasculares e 
câncer de pulmão em fumantes e trabalhadores expostos 
a asbestos.*? 

Segundo a definição introduzida em 1985 por Hel- 
mut Sies (revisado por Jones, 2006"), estresse oxidativo 
corresponde à perturbação do equilíbrio entre pró-oxi- 
dantes e antioxidantes, em favor dos primeiros, tendo 
como resultado a oxidação de biomoléculas (Figura 29.1). 
Com base nesse conceito, o resultado esperado seria que 
os estudos clínicos de intervenção com antioxidantes re- 
sultassem em evidentes benefícios à saúde. Os resultados 
contraditórios obtidos, somados ao acúmulo de dados 
sobre vias de sinalização redox celular, principalmente as 
vias das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MA- 
PK) e do fator nuclear kappa B (NF-kB), revisado por 
Allen e Tresini,!! levaram à proposta de refinamento da 
definição de estresse oxidativo para indicar a “perturba- 
ção da sinalização e controle redox celular”.'º Assim, para 


além da perturbação do equilíbrio entre pró-oxidantes e 
antioxidantes no organismo, resultando em oxidação de 
biomoléculas, o estresse oxidativo pode ser entendido co- 
mo um desequilíbrio mais sutil, significando o estado em 
que a sinalização redox celular é anormalmente alterada, 
tendo como resultado a modificação anômala da expres- 
são de genes relacionados, por exemplo, a: diferenciação, 
proliferação, envelhecimento, morte e transformação ce- 
lular.!°"! Nesse cenário, encontram-se exemplos de alte- 
ração da expressão de genes induzida tanto por espécies 
reativas de oxigênio (ERO, como H,O, e O) quanto por 
antioxidantes"! e pode-se considerar que o desequilíbrio 
persistente em favor de um ou outro não seja saudável." 

Em paralelo à evolução do conceito de estresse oxida- 
tivo, tem-se a evolução do conceito de antioxidante. Nesse 
sentido, antioxidantes são moléculas capazes de limitar a 
geração e/ou a disponibilidade de ERO, de modo a man- 
ter a homeostase da sinalização redox celular e proteger 
contra a oxidação excessiva de biomoléculas.” Infere-se, 
portanto, a necessidade de as moléculas antioxidantes es- 
tarem localizadas nos subcompartimentos celulares gera- 
dores de ERO em concentrações adequadas, além de ex- 
tracelularmente, para sequestrarem as espécies oxidantes 
radicalares e não radicalares."? 

Isso é necessário para a geração de produtos menos 
reativos que as espécies reativas iniciais. É importante no- 
tar, no entanto, que nem sempre os produtos gerados são 
inócuos quando as espécies reativas sequestradas pelos 
antioxidantes são radicais livres, pois novas espécies radi- 
calares são formadas.” Essa visão contribui para o enten- 
dimento de que nem sempre moléculas com forte ativida- 
de antioxidante in vitro apresentam a mesma atividade in 
vivo.'*'> Tal observação pode explicar parcialmente os 
dados conflitantes obtidos nos diferentes ensaios clínicos 
de intervenção com antioxidantes. Com o aumento da 
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Figura 29.1 Principais reações dos sistemas antioxidantes enzimático e não enzimático (parte superior da figura) e mecanismos básicos envolvidos na 
sinalização celular redox (parte inferior da figura). ADP: adenosina difosfato; Asc”: radical ascorbil; AscH”: ascorbato; ATP: adenosina trifosfato; CAR: 
carotenoide; CAR™: cation radical de carotenoide; CAT: catalase; CYP 450: citocromo P450; DHA: dehidroascorbato; EGCG-0": radical epigalocatequina 
galato; EGCG-OH: epigalocatequina galato; GPx: glutationa peroxidase; GS’: radical tiila; Fe: ferro; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; 
GSSG™: radical dissulfeto; H+: hidrogênio; H,O: agua; H,0,: peróxido de hidrogênio; HNE: 4-hidroxinonenal; HO”: radical hidroxila; LOO": radical peroxila; 
LOOH: hidroperóxido lipídico; MDA: malondialdeído; NADP: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato; NADPH: nicotinamida adenina dinucleotídeo 
fosfato reduzida; NADP*: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidada; NOX/p22/PDI/NoxA1/Nox01/RAC/TKS4/5: complexo enzimático NADPH 


oxidase; 4-ONE: 4-oxononenal; O,: oxigênio; '0,: oxigênio singlete; 0,” 


: ânion radical superóxido; P; fosfato inorgânico; PRX: peroxirredoxina; P-SOH: 
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complexidade do sistema, há ainda aumento da probabi- 
lidade de a molécula interagir com diferentes alvos, po- 
dendo atuar nas células e tecidos por vias independentes 
da sua propriedade antioxidante. Considerações a respei- 
to da absorção da molécula, biotransformação com possí- 
vel alteração da propriedade antioxidante e distribuição 
tecidual também merecem atenção. 

Sabe-se atualmente que os organismos aeróbios ge- 
ram continuamente ERO e espécies reativas de nitrogê- 
nio (ERN, resultantes das reações de ‘NO com O,” e O,) 
com diversas reatividades químicas (0, H,O, ‘OH, 'O,, 
“OCI, ONOO,, NO, CO”, radicais e hidroperóxidos or- 
ganicos) a partir de diferentes fontes celulares.'*'° Assim, 
a evolução paralela de um complexo sistema de defesas 
antioxidantes, atuando constantemente na remoção de 
ERO e ERN e na redução de produtos de oxidação, parece 
ter possibilitado o uso das reações redox para a transmis- 
são de informações no ambiente celular.” 


ANTIOXIDANTES 


O sistema de defesas antioxidantes do organismo conta 
com uma linha de defesa enzimática e outra não enzimáti- 
ca, atuando de forma balanceada e coordenada. No grupo 
dos antioxidantes enzimáticos estão as enzimas superóxido 
dismutase (CuZn-SOD, Mn-SOD), catalase, sistema gluta- 
tiona/glutationa, peroxidase/glutationa redutase, peroxir- 
redoxinas, tiorredoxina/tiorredoxina redutase, glutarredo- 
xinas e sulfirredoxinas.'* No grupo dos não enzimáticos, os 
principais representantes são: glutationa (GSH), ácido as- 
córbico (vitamina C), tocoferóis/tocotrienóis (vitamina 
E), polifenóis e carotenoides.'* ©? Complementando esse 
sistema de defesas, podem ser citadas também as molécu- 
las que protegem contra a geração de ERO, como as proteí- 
nas desacopladoras mitocondriais e as proteínas que mini- 
mizam a disponibilidade dos íons dos metais de transição 
ferro e cobre para participação em reações redox, como 
transferrina, ferritina, albumina, metalotioneína e cerulo- 
plasmina, entre outras vias protetoras.'® 

A ação cooperativa e coordenada dos sistemas de de- 
fesa antioxidante pode ser compreendida ao se conhecer 
as espécies reativas alvos e os produtos gerados nas rea- 
ções, os locais em que as diferentes moléculas antioxidan- 
tes atuam (compartimentos intracelulares, fluidos extra- 
celulares), seus níveis teciduais e suas diferentes afinidades 
pelas espécies alvos. Na Figura 29.1 são apresentadas al- 
gumas das reações envolvendo as defesas antioxidantes. 


Antioxidantes endógenos 


O organismo conta com um complexo sistema de 
antioxidantes gerados endogenamente, dentre os quais 


serão abordadas aqui as enzimas CuZn-SOD, Mn-SOD, 
catalase, sistema glutationa/glutationa, peroxidase/gluta- 
tiona redutase, peroxirredoxinas, tiorredoxina/tiorredoxi- 
na redutase, glutarredoxinas, sulfirredoxinas e o tripetídeo 
GSH (Figura 29.1). 

As enzimas superóxido dismutase (SOD) são abun- 
dantes no organismo (presentes na ordem de mcM em 
muitas células ou mg/g de proteína em diversos tecidos) 
— CuZn-SOD no citosol, lisossomos, núcleo, peroxisso- 
mos, fluidos extracelulares e espaço intermembranas mi- 
tocondrial, e Mn-SOD na matriz mitocondrial — e catali- 
sam a dismutação do radical superóxido (0) a O, e pe- 
róxido de hidrogênio (HO), com constante de 
velocidade de reação superior a 10º M"'s".'® Sua atividade 
favorece a rápida remoção dos radicais O,” gerados por 
diferentes fontes celulares (p. ex., NADPH oxidases, ca- 
deia de transporte de elétrons mitocondrial), prevenindo 
a reação do O,“ com biomoléculas, cuja constante de ve- 
locidade é muito menor, da ordem de 10 a 10º Ms 1202 

De forma coordenada, as moléculas de H,O, geradas 
a partir da dismutação do O,” ou outras reações enzimá- 
ticas são reduzidas para água pela ação da catalase, das 
glutationas peroxidases (GPx, contendo selenocisteína) 
ou das peroxirredoxinas (Prxs).'*7! O controle dos níveis 
de H,O, é importante não só para a adequada sinalização 
redox celular, mas também para diminuir o risco de sua 
redução por metais de transição (Fe?*, Cu?) para o radi- 
cal hidroxila (OH), o qual é altamente reativo e capaz de 
oxidar prontamente biomoléculas e iniciar reações de 
oxidação em cadeia, como a peroxidação lipídica.” 

A catalase decompõe diretamente HO, em HO e 
O,“ ao passo que as tiol peroxidases GPx e Prxs reduzem 
HO, hidroperóxidos orgânicos (ROOH) e ácido peroxi- 
nitroso (ONOOH) para H,O, alcoóis (ROH) e nitrito 
(NO), via oxidação simultânea de GSH e tiorredoxina 
(Trx).” Glutationa e tiorredoxina oxidadas (GSSG e TrxS,) 
são reduzidas pelas enzimas glutationa redutase e tiorre- 
doxina redutase (enzima contendo selenocisteína), res- 
pectivamente, com consumo de NADPH.” 

A atividade da catalase localiza-se, principalmente, 
nos peroxissomos, organelas que concentram várias en- 
zimas geradoras de H,O,, como as desidrogenases envol- 
vidas na beta-oxidação de ácidos graxos.'* Quanto às tiol 
peroxidases GPx e Prxs, diferentes tipos — pelo menos 
oito isoformas de GPx e seis isoformas de Prxs — encon- 
tram-se em fluidos extracelulares, mitocôndrias, peroxis- 
somos e no citosol das células em diversos tecidos. GPx e 
Prxs possuem alta afinidade por HO, e ROOH, sendo 
ativas em baixas concentrações fisiológicas (pM a nM) 
desses hidroperóxidos (constantes de velocidade de rea- 
ção no intervalo 10º — 10’ M's"; Prxs em concentrações 
na ordem de mcM e superiores às concentrações de GPx). 


A catalase, com menor afinidade por H O , torna-se ativa 
quando as concentrações deste se elevam, apresentando 
constante de velocidade de reação na ordem de 2 x 10” 
Mg 1,13 18,23 

A afinidade das tiol peroxidases GPx e Prxs por hi- 
droperóxidos e a existência de múltiplas isoformas com 
localizações diversas tem possibilitado a percepção de 
que suas atividades possuem função que vai além da de- 
fesa antioxidante. Alguns resultados têm permitido con- 
siderar que essas enzimas atuam como sensores de hidro- 
peróxidos e transdutores da sinalização redox celular, 
não excluindo, no entanto, a possibilidade de outras pro- 
teínas que apresentam grupos tióis menos reativos tam- 
bém desempenharem essa função.?!? 

Grupos tióis na forma dissociada de tiolato em resí- 
duos de cisteína nas proteínas (PS) podem ser alvos de 
oxidação por hidroperóxidos, gerando ácidos sulfênicos 
(P-SOH) que reagem efetivamente com outros grupos 
tióis, incluindo GSH, o que, no caso, resulta na S-gluta- 
tionilação de proteínas (P-SSG).”! Como resultado desse 
processo, ocorrem alterações alostéricas, promovendo a 
modificações da função proteica.” Esse aduto proteico 
com glutationa protege contra oxidações adicionais dos 
grupos tióis para ácidos sulfínicos (P-SO H) e sulfônicos 
(P-SO,H), os quais são tidos como menos reversíveis ou 
irreversíveis.” Outros possíveis mecanismos de S-gluta- 
tionilação são descritos e há controvérsias sobre a parti- 
cipação de enzimas catalisando o processo.?»? 

A S-glutationilação de proteínas pode ser revertida 
pela ação de glutarredoxinas, que, via oxidação de GSH 
e atividade acoplada da glutationa redutase, reduzem 
P-SSG para P-SH e GSH.” Além da ação antioxidante, a 
modificação da atividade de enzimas e de interações pro- 
teina-proteina e proteína-DNA pode resultar da S-gluta- 
tionilação e desglutationilação de proteínas, o que tem 
papel importante na sinalização redox celular.» A im- 
portância dessa via de sinalização tem sido comparada à 
da fosforilação e desfosforilação de proteínas mediadas 
por quinases e fosfatases, respectivamente.” 

Em caso de oxidação adicional do resíduo de cisteína 
catalítico de membros de uma subfamília específica de 
Prxs (2-Cys Prxs típicas — Prx I a IV) para ácido sulfínico 
(P-SO,H), sua redução é catalisada por sulfirredoxinas, 
em uma reação que envolve consumo de ATP. Sulfirredo- 
xinas estão também envolvidas em reação de desglutatio- 
nilação de Prx I. Entretanto, sua relevância biológica, 
além da ação antioxidante, ainda precisa ser esclarecida. 
Verifica-se que a hiperoxidação (P-SO H) de Prxs au- 
menta sua atividade de chaperona e impede sua atividade 
redutora de peróxidos, o que pode ser importante para o 
fluxo da sinalização redox celular. A reativação lenta da 
atividade peroxidásica das Prxs pela ação de sulfirredoxi- 
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nas permite tempo suficiente para o fluxo do sinal, com 
subsequente proteção contra a oxidação excessiva de bio- 
moléculas.” 

Observa-se que a GSH (tripeptídeo g-L-glutamil-L-cis- 
teinilglicina), um abundante antioxidante não enzimático 
hidrossolúvel encontrado em concentrações fisiológicas 
na faixa de 0,5 a 20 mM, é de fundamental importância 
para a atividade das tiol peroxidases e para as reações de 
S-glutationilação e desglutationilação com função antio- 
xidante e de sinalização redox, conforme já descrito. Em 
condição de homeostase, o ambiente intracelular é redu- 
tor, contando com uma razão GSH/GSSG superior a 100. 
Entretanto, essa razão pode se aproximar de 1 sob condi- 
ção fisiopatológica de extremo estresse oxidativo.” 

Além de participar das reações descritas anteriormen- 
te, GSH é um importante sequestrador de radicais livres 
altamente reativos, como ‘OH, NO, CO”. Essas reações 
geram radicais tiila (GS'), que são oxidantes e, se não remo- 
vidos, podem iniciar reações em cadeia, como a peroxida- 
ção lipídica. A eficácia da GSH como sequestrador de radi- 
cais livres com efeito antioxidante se deve ao fato de, na 
presença de O, a reação prosseguir no sentido de geração 
do radical O,~ pelo radical dissulfeto (GSSG~) formado a 
partir da reação do radical tiila (GS) com outra molécula 
de glutationa (GS). Os radicais O” são então removidos 
pela ação da SOD, gerando moléculas de H,O, que são re- 
movidas pelos sistemas enzimáticos descritos anteriormen- 
te.” Verifica-se a necessidade da ação coordenada de antio- 
xidantes não enzimáticos (GSH) e enzimáticos (SOD, tiol 
peroxidases, catalase) para que o resultado antioxidante 
seja atingido. Nesse sentido, alterações desse equilíbrio são 
prejudiciais à função antioxidante. 

A GSH também está envolvida na destoxificação de 
moléculas eletrofílicas não radicalares, como aldeídos 
alfa,beta-insaturados resultantes do processo de peroxi- 
dação lipídica. A conjugação de eletrófilos com GSH pode 
ocorrer espontaneamente ou sob a catálise de glutationa 
S-transferases. O 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) é um 
dos representantes mais estudados da classe dos aldeídos 
alfa,beta-insaturados endogenamente formados pela oxi- 
dação de ácidos graxos poli-insaturados ômega-6 (ácido 
araquidônico, ácido linoleico) iniciada por radicais livres 
altamente reativos, como ‘OH. A reatividade do HNE com 
sítios nucleofílicos em proteínas, lipídios e ácidos nuclei- 
cos e sua ação sinalizadora têm papel benéfico quando ele 
está presente em baixas concentrações (submicromolar). 
Entretanto, quando em altas concentrações, o HNE está 
envolvido em mecanismos fisiopatológicos de várias con- 
dições clínicas, como dislipidemia, resistência à ação da 
insulina, aterosclerose, câncer e doenças neurodegenerati- 
vas. O HNE em baixas concentrações fisiológicas partici- 
pa, por exemplo, da regulação da secreção de insulina e 
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estimula a expressão de genes que codificam enzimas 
antioxidantes, via ativação do fator nuclear eritroide 2 
relacionado ao fator 2 (fator de transcrição designado 
Nrf2), como tiorredoxina redutase 1, glutationa S-trans- 
ferase e gama-glutamil transpeptidase envolvida no me- 
tabolismo de conjugados GSH-eletrófilos na via do áci- 
do mercapturico.* 2? Evidências da participação do 
HNE no desenvolvimento de doenças quando em altas 
concentrações têm estimulado a pesquisa de substâncias 
capazes de diminuir sua geração (antioxidantes com 
ação protetora contra a peroxidação lipídica) ou de faci- 
litar sua destoxificação, protegendo contra a modifica- 
ção excessiva de biomoléculas.” Ácido ascórbico,“ 
edaravona,*?! polifenóis,”»*2* N-acetilcisteína, amino- 
guanidina, piridoxamina, hidralasina, carnosina (L-CAR 
e D-CAR), ácido alfa-lipoico, sulforafano e o polifenol 
ácido carnósico? são exemplos dessas substâncias. 


Polimorfismos de nucleotídeo único em genes que 
codificam enzimas antioxidantes 


Conforme o exposto, o organismo humano dispõe de 
um sistema antioxidante enzimático que exerce papel re- 
levante na manutenção do estado redox celular. Alguns 
fatores podem influenciar a atividade desse sistema antio- 
xidante, como a variabilidade genética dos indivíduos. A 
ocorrência de mutações em genes que codificam enzimas 
antioxidantes pode comprometer a sua atividade e favore- 
cer o desenvolvimento de doenças por alteração da sinali- 
zação redox e oxidação de biomoléculas. Os polimorfis- 
mos de nucleotídeo único (SNP, single nucleotide 
polymorphism) são um dos tipos de mutação mais estuda- 
dos. Eles se caracterizam pela alteração de um nucleotídeo 
em uma posição específica do DNA, com frequência esti- 
mada em mais de 1% da população, que pode ocorrer na 
região codificadora do gene — e pode ser silenciosa ou re- 
sultar em troca de aminoácidos na proteína codificada — 
ou na região promotora, aumentando ou reduzindo a ta- 
xa de transcrição de um gene específico, ocasionando, em 
ambos os casos, mudanças no fenótipo.” A relação entre 
SNP nos genes das enzimas SOD, catalase e GPx e a ocor- 
rência de doenças será abordada a partir desse ponto. 

De acordo com o banco de dados do National Center 
for Biotechnology Information (NCBI), até setembro de 
2014 já haviam sido identificados em humanos 330 SNP 
no gene da CuZn-SOD (SOD1), 445 no gene da Mn-SOD 
(SOD2) e 206 no gene da SOD extracelular (SOD3). En- 
tretanto, a capacidade desses polimorfismos em causar 
alterações fenotípicas e, especificamente, a sua associação 
com a ocorrência de doenças ainda é incerta.” Aqui serão 
apresentados os SNP mais estudados e tidos como rele- 
vantes para o desenvolvimento de doenças em humanos. 


Algumas associações entre polimorfismos no gene da 
SOD1 e ocorrência de doenças já foram demonstradas. 
Os SNP rs1788180 (intron 1, troca de C>T), rs2234694 
(intron 3, troca de T>C) e rs1041740 (intron 4, troca de 
C>T) foram correlacionados com aumento do risco de 
nefropatia em pacientes com diabete tipo 1. Para o SNP 
rs1041740 foi observado aumento de 5,75 vezes no risco 
de desenvolvimento de nefropatia diabética incipiente e 
de 8,95 vezes no risco de nefropatia estabelecida ou avan- 
cada nos carreadores do alelo T.“ O SNP rs4998557 
(G7958A) foi associado com desenvolvimento de cancer 
gástrico em uma população chinesa. Indivíduos carrea- 
dores do alelo 7958A apresentaram aumento de 3,01 ve- 
zes no risco de desenvolver esse tipo de câncer.“ Em al- 
guns estudos, foi investigada a relação entre polimorfismos 
no gene que codifica a SODI e risco de câncer de mama 
e próstata, mas nenhuma associação foi observada.“ * 

Quanto à SOD2, a grande maioria dos estudos investi- 
gando a associação entre polimorfismos e risco de doenças 
tem como foco o SNP rs4880. Esse SNP se caracteriza pela 
substituição C>T na posição 2734 no éxon 2, resultando 
na troca do aminoácido alanina (Ala) por valina (Val) na 
posição 16 da proteína. Como consequência, tem-se me- 
nor estabilidade do RNA mensageiro, prejuízo do trans- 
porte da enzima precursora para o interior da mitocôndria 
e favorecimento de sua degradação pelo proteassoma e, 
portanto, prejuízo da atividade enzimática, o que justifica 
o grande interesse em se estudar esse polimorfismo.“ 

Os prejuízos à homeostase relacionados ao SNP 
rs4880 já foram avaliados em diferentes contextos e, ape- 
sar de se esperar que a presença do alelo Val represente 
maior risco de doenças em virtude de estar relacionado à 
redução da atividade enzimática, as evidências disponí- 
veis a esse respeito apontam que, em alguns casos, o alelo 
Ala confere maior risco de doenças. No que diz respeito 
ao câncer de mama, por exemplo, existem estudos que 
mostram associação fraca entre a presença do alelo Ala e 
o aumento do risco de desenvolver a doença. Essa asso- 
ciação passa a ser mais significativa nos indivíduos que 
ingerem baixas quantidades de frutas, verduras, legumes, 
selênio, carotenos e vitaminas A, C e E.“ É importante 
considerar que a maior atividade da SOD2 implica au- 
mento da velocidade de dismutação de O,” para O, e 
H,O, na matriz mitocondrial. Como explicado anterior- 
mente, é importante que ocorra a redução enzimática 
coordenada das moléculas de H,O, para água, pela ação 
de GPx, Prxs e catalase. Se a maior atividade de SOD2 
não for acompanhada de maior atividade das enzimas 
que catalisam a redução de H,O,, haverá aumento da 
probabilidade de sua redução não enzimática para o ra- 
dical ‘OH, altamente reativo e capaz de oxidar pronta- 
mente biomoléculas.!” 182! 


No caso do câncer de próstata, encontra-se associa- 
ção entre presença do alelo Ala e risco da doença somen- 
te após estratificação da população de acordo com etnia, 
idade, consumo de álcool e ingestão de antioxidantes por 
meio da alimentação.» *” “* Em se tratando especifica- 
mente da relação entre antioxidantes nutricionais, genó- 
tipo e risco de câncer, Li et al.” mostraram que, apesar de 
não haver associação direta entre o genótipo da SOD2 e o 
risco de câncer de próstata, existe um risco menor em 
indivíduos homozigotos para o alelo Ala que apresentam 
maiores concentrações plasmáticas dos antioxidantes se- 
lênio, licopeno e alfa-tocoferol. Além disso, a ingestão de 
50 mg de betacaroteno em dias alternados (versus place- 
bo) conferiu efeito protetor contra o câncer de próstata 
fatal nesses mesmos indivíduos quando comparados aos 
carreadores do alelo Val. Mikhak et al.® também relata- 
ram que indivíduos carreadores do alelo Ala com baixas 
concentrações sanguíneas de licopeno apresentaram 
maior risco de desenvolver câncer de próstata agressivo 
quando comparados aos carreadores dos demais genóti- 
pos, reforçando a importância da interação genes-nu- 
trientes na modulação do risco de doenças. 

Há, entretanto, outros estudos nos quais não foi ob- 
servada relação entre o SNP rs4889 e o risco de câncer de 
mama e próstata. Um exemplo é o trabalho de um consór- 
cio envolvendo nove coortes com mais de 13 mil mulheres 
e 8 mil homens. Nenhuma interação significativa entre as 
variantes genéticas da SOD2 isoladamente e a ocorrência 
dessas neoplasias foi encontrada. Tendo em vista o poder 
desse tipo de estudo, os autores consideram improvável 
que as interações testadas tenham efeito maior do que mo- 
derado sobre o risco de câncer de mama e próstata." 

Relatou-se aumento do risco de câncer de pulmão 
em indivíduos carreadores do alelo Val referente a esse 
mesmo SNP, quando associado a outros polimorfismos 
em genes que codificam proteínas relacionadas ao reparo 
do DNA.” A presença do alelo Val também já foi associa- 
da a maior risco de câncer de bexiga em tabagistas, de 
nefropatia em pacientes com diabete tipos 1 e 2 e de 
doença cardiovascular em mulheres com altas concentra- 
ções plasmáticas de lipoproteína de baixa densidade 
(LDL-c).*°° Outros estudos concluíram não haver asso- 
ciação significativa desse polimorfismo com risco de lin- 
foma não Hodgkin, diabete, doenças hepáticas, depres- 
são maior e transtorno bipolar.” 

Considerando a importância da SOD3 como uma 
enzima extracelular nas vias aéreas e no parênquima 
pulmonar, diversos estudos têm buscado entender a rela- 
ção entre variações genéticas e risco de doenças cardio- 
pulmonares. Nesse contexto, o SNP rs1799895 (R231G) é 
considerado um polimorfismo relevante, que consiste na 
troca de citosina por guanina na posição 691, no éxon 3 
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do gene, o que afeta a capacidade de ligação da enzima às 
proteínas da matriz extracelular, resultando em um au- 
mento da concentração de SOD3 solúvel.» Do ponto 
de vista clínico, esse SNP já foi associado à redução do 
risco de doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) à 
redução da gravidade da lesão pulmonar aguda relacio- 
nada à infecção e ao menor declínio da função pulmo- 
nar. Além do rs1799895, dois SNP que ocorrem na 
região não codificante, rs8192287 (E1) e rs8192288 (I1), 
também foram associados com a gravidade de enfisema 
pulmonar em duas populações independentes, ressaltan- 
do a importância do genótipo da SOD3 para o risco de 
doenças do sistema respiratório.“ 

Outras abordagens no estudo de SNP no gene da 
SOD3 incluem avaliação do risco de acidente vascular en- 
cefálico (AVE) isquêmico e alguns tipos de câncer. Em es- 
tudo realizado com uma população japonesa, observou-se 
diferença significativa entre a frequência genotípica para 
os SNP rs13306703 (C34T), rs699473 (T428C) e 
rs2536512 (A301G) quando mulheres com diagnóstico de 
AVE foram comparadas a um grupo controle.” A impor- 
tância do genótipo da SOD3 para o prognóstico do câncer 
de mama foi contemplada pela primeira vez em estudo 
demonstrando que pacientes que carreiam o alelo Thr em 
relação ao SNP rs2536512 apresentam maior incidência 
de tumores positivos para receptores de estrógeno em 
comparação com pacientes com o genótipo Ala/Ala. Além 
disso, observou-se que pacientes carreadores do alelo T 
referente ao SNP rs699473 apresentam menor tempo de 
sobrevida livre de progressão do que pacientes com o ge- 
nótipo CC.“ Associação considerada pouco robusta entre 
o alelo menos frequente do SNP rs699473 (C) e o aumen- 
to do risco de câncer de próstata foi observada em uma 
população americana. Nenhuma associação significativa 
entre risco de câncer de pâncreas e polimorfismos no gene 
da SOD3 foi encontrada em estudo realizado na Repúbli- 
ca Tcheca.” 

A catalase é outra importante enzima antioxidante e 
variações no seu genótipo podem culminar em prejuízos à 
sua atividade e, eventualmente, favorecer o desenvolvi- 
mento de doenças. Foram descritos 777 SNP no gene que 
codifica a catalase, de acordo com o banco de dados do 
NCBI, dentre os quais o mais estudado quanto à associa- 
ção com doenças em humanos é o rs1001179 (-262C/T). 
Esse é um SNP funcional, caracterizado por uma substi- 
tuição C>T na posição 262 a partir do sítio de início da 
transcrição. Essa variação altera a ligação de fatores de 
transcrição, afetando a expressão basal e as concentrações 
de catalase quantificadas em eritrócitos.” Entretanto, os 
resultados da literatura são discrepantes quanto à relação 
entre o genótipo e as concentrações eritrocitárias da cata- 
lase. Alguns autores observaram concentrações significati- 
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vamente elevadas de catalase em indivíduos carreadores 
do alelo T, enquanto outros, ao avaliarem a atividade enzi- 
mática em vez da expressão proteica, sugerem que o alelo 
C está relacionado ao aumento da atividade da enzima.” 7” 

Apesar das controvérsias, diversos estudos foram 
conduzidos buscando associar esse polimorfismo com 
risco de câncer. O câncer de mama é o mais estudado sob 
esse ponto de vista, embora a maioria dos trabalhos não 
tenha encontrado nenhuma associação significativa, in- 
cluindo o estudo envolvendo o maior número de pacien- 
tes entre casos e controles (mais de 9 mil indivíduos), 
realizado em uma população do Reino Unido.” Em con- 
trapartida, quando se consideram fatores como alimen- 
tação e prática de atividade física em conjunto com o 
componente genético, passa-se a observar relação com o 
risco de câncer de mama. Em uma população americana, 
mulheres carreadoras do genótipo C/C que consumiam 
mais de 10 porções de frutas por semana apresentaram 
risco significativamente menor de desenvolver câncer de 
mama.” Mulheres consideradas altamente ativas e que 
carreavam os alelos variantes (CT ou TT) apresentaram 
maior risco de desenvolver câncer de mama quando 
comparadas às carreadoras do genótipo CC.” 

Quanto ao câncer de próstata, Choi et al.” demons- 
traram que o genótipo TT em relação ao SNP C262T re- 
laciona-se a um aumento de duas vezes no risco dessa 
neoplasia em indivíduos que receberam o diagnóstico 
antes dos 65 anos de idade. Verificou-se também que in- 
divíduos carreadores do genótipo CC, quando fumantes 
e com baixa concentração sérica de alfa-tocoferol, apre- 
sentaram maior risco de desenvolver uma forma agressi- 
va de câncer de próstata, e esse risco era significativamen- 
te atenuado entre os indivíduos com alta concentração 
sérica de alfa-tocoferol, sugerindo mais uma vez a rele- 
vância da interação gene-ambiente para o risco de desen- 
volvimento de doenças.” A associação entre o SNP 
rs1001179 e o risco de câncer colorretal, de câncer de pul- 
mão, de leucemia mieloide aguda e de linfoma não 
Hodgkin já foi estudada, mas nenhuma alteração signifi- 
cativa foi ainda observada.” 

O SNP C262T não tem implicações apenas para o 
risco de câncer. Pacientes com diabete tipo 1 carreadores 
do alelo T desse SNP apresentam menor risco de desen- 
volver neuropatia diabética. Em uma população na Ará- 
bia Saudita, observou-se aumento progressivo da acuidade 
visual, um importante parâmetro para avaliação do glau- 
coma primário de ângulo fechado, em pacientes carrea- 
dores dos alelos CT e TT em relação a aqueles com CC. 
Em pacientes com diagnóstico de doença de Wilson, o 
SNP C262T exerce influência importante sobre o curso 
clínico da doença, uma vez que indivíduos homozigotos 
para o alelo T apresentam início mais tardio da doença 


propriamente dita, bem como do aparecimento dos sin- 
tomas hepáticos e neurológicos.” 

Por fim, outra importante enzima antioxidante é a 
GPx. Já foram registrados no NCBI 1006 SNP nos genes 
que codificam cinco diferentes isoformas de GPx (1 a 5). 
O SNP rs1050450 é o mais estudado quanto à relação 
com o desenvolvimento de doenças em humanos. Esse 
polimorfismo é conhecido como GPx1 Prol98Leu no 
qual há uma troca de citosina por timina na posição 593 
do gene que codifica a GPx1 (anotada na base de dados 
do NCBI como posição 599). Como consequência, a pre- 
sença do alelo 198Leu confere menor atividade à enzima 
em relação ao alelo 198Pro, o que justifica o grande inte- 
resse em se estudar esse polimorfismo.*” *° 

O risco de câncer associado ao SNP Prol98Leu foi ob- 
jeto de estudo de uma metanálise contemplando 35 traba- 
lhos publicados acerca de 12 diferentes tipos de neoplasias, 
com um total de 16.920 casos e 19.946 controles. Essa me- 
tanálise apontou que a atividade eritrocitária da GPx é 
significativamente reduzida em indivíduos carreadores do 
genótipo TT, quando comparados aos carreadores do ge- 
nótipo CC. Nenhuma associação significativa entre o SNP 
e o risco de câncer foi observada nos estudos que atende- 
ram altos critérios de qualidade, conforme ferramenta es- 
tatística empregada na metanálise. Entretanto, fortes asso- 
ciações foram observadas em estudos com baixos critérios 
de qualidade, que sugeriram aumento de risco de câncer 
nos carreadores do alelo T (198Leu).*” 

Outra metanálise avaliando a contribuição de doze 
polimorfismos em dez diferentes genes no desenvolvi- 
mento de doença coronariana mostrou que, de todos os 
SNP estudados, apenas o Prol98Leu se correlacionou 
com suscetibilidade a esse tipo de doença, sendo que a 
presença do alelo T esteve relacionada ao aumento do ris- 
co.*§ Associações significativas foram observadas entre o 
SNP Prol98Leu e o envelhecimento, bem como com o 
risco de asma, quando associado a outros polimorfismos, 
e com o risco de neuropatia periférica em diabéticos.” 
Em contrapartida, nenhuma relação foi encontrada 
quanto à ocorrência de eventos cardíacos em indivíduos 
com cardiomiopatia dilatada nem em estudos envolven- 
do pacientes com doença de Wilson e perda auditiva neu- 
rossensorial stbita.** °° 

Os estudos descritos apontam a existéncia de asso- 
ciações entre alguns polimorfismos em genes de enzimas 
antioxidantes e o risco de alguns tipos de câncer, doenças 
cardiovasculares, complicações do diabete e envelheci- 
mento, condições nas quais há a participação do estresse 
oxidativo. Entretanto, ainda não há consenso na literatu- 
ra quanto à utilização desses polimorfismos para indica- 
ção de risco de desenvolvimento de doenças. Mais estu- 
dos são necessários para melhor esclarecimento das 


possíveis associações. Alguns estudos mostram que fatores 
como alimentação, concentrações plasmáticas de antioxi- 
dantes, exercício físico e tabagismo, quando associados a 
determinados genótipos, influenciam significativamente 
o risco de doenças, ressaltando a relevância da interação 
gene-ambiente sobre a sua etiologia. Assim, um genótipo 
menos favorável do ponto de vista antioxidante poderia 
ser compensado pela adoção de hábitos saudáveis, in- 
cluindo alimentação rica em antioxidantes. 


Antioxidantes nutricionais 


Mesmo contando com o sistema de antioxidantes en- 
dógenos, o organismo necessita, evolutivamente, de antioxi- 
dantes provenientes da alimentação para o adequado equi- 
líbrio redox.” Esses antioxidantes atuam de forma 
coordenada e sinérgica entre si e com os antioxidantes en- 
dógenos (Figura 29.1), constituindo-se em ampla possibili- 
dade de modulação da sinalização redox e proteção contra a 
oxidação excessiva de biomoléculas, o que pode auxiliar na 
redução do risco e na terapia de doenças crônicas nas quais 
o estresse oxidativo esteja envolvido, como câncer, diabete e 
doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e oftalmoló- 
gicas.” A observação de que as diversas moléculas antioxi- 
dantes atuam de forma sinérgica no organismo sugere cau- 
tela no uso das moléculas isoladas na forma de suplementos, 
conforme já evidenciado por ausência de proteção esperada 
contra doenças crônicas em estudos clínicos de interven- 
ção.>*º Como principais representantes desse grupo tem- 
-se a vitamina C, a vitamina E, os polifenóis e os carotenoi- 
des, apresentados a seguir. 


Ácido ascórbico (vitamina C) 


O ácido ascórbico (vitamina C) é um excelente antio- 
xidante hidrossolúvel obtido, no caso de humanos, da ali- 
mentação (frutas, verduras e legumes, como morango, 
goiaba, manga, frutas cítricas, kiwi, pimentas, cou- 
ve-de-bruxelas, couve-flor, brócolis) e encontrado em con- 
centrações predominantemente na faixa de 25 a 90 mcM 
no plasma humano!* 249º e na ordem de mM em muitos 
tipos celulares, por exemplo 6 mM em monócitos huma- 
nos.'* *° A ingestão diária recomendada nos Estados Uni- 
dos é de 75 a 100 mg,” quantidade que permite atingir 
concentrações plasmáticas superiores a 50 mcM, necessá- 
rias para a saturação tecidual.” 

Sua ação antioxidante se deve ao fato de o radical ascor- 
bil, resultante da reação de ascorbato com uma variedade de 
radicais livres, ser pouco reativo e sofrer preferencialmente 
desproporcionação para ascorbato e dehidroascorbato.? O 
ascorbato e a GSH atuam sinergicamente na redução de ra- 
dicais livres. Uma vez que o ascorbato pode interceptar ra- 
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dicais tiila (GS), a GSH pode, via atividade de enzimas (p. 
ex., glutarredoxina), reciclar o de-hidroascorbato gerado. 
Essas reações contribuem para melhor efeito antioxidante 
em comparação ao efeito isolado do ascorbato ou da GSH.” 
Sendo o ascorbato um melhor sequestrador de radicais li- 
vres que a GSH, na presença de ambos (GSH e ascorbato), 
menos O,” é gerado em decorrência da menor formação 
dos radicais tiila.º É importante, entretanto, considerar que 
o ascorbato pode reduzir íons de metais de transição, como 
Fe** e Cu”, e facilitar a sua participação na reação de Ha- 
ber-Weiss, geradora do radical ‘OH altamente reativo. As- 
sim, pacientes com hemocromatose (sobrecarga hepática 
de ferro) são orientados a não ingerir suplementos com al- 
tas doses de ascorbato.'* 

Parte dos benefícios da vitamina C pode ser, no en- 
tanto, consequência de sua capacidade de modular vias 
de sinalização redox e fatores de transcrição, como apre- 
sentado nos Quadros 29.1 e 29.2, podendo essa modula- 
ção ser independente da sua ação antioxidante. O ácido 
ascórbico pode, por exemplo, inibir a atividade de 
NADPH oxidases, modular a fosforilação de proteínas 
tirosina quinases, alterar a sinalização via proteínas qui- 
nases ativadas por mitógeno (inibindo a fosforilação de 
MAPK p38 e JNK e ativando ERK), aumentar a atividade 
de HIF-lalfa hidroxilase (favorecendo a degradação do 
fator de transcrição designado HIF-lalfa, que apresenta 
aumento da sua expressão sob normoxia em diferentes 
tipos de câncer) e inibir a atividade dos fatores de trans- 
crição NF-kB, AP-1 e Nrf2. Essa capacidade ajuda a en- 
tender o efeito protetor da vitamina C no tratamento da 
sepse, dano relacionado a hipóxia e cancer.' 


Vitamina E 


Tocoferóis e tocotrienóis (vitamina E) compreendem 
um grupo de moléculas lipossolúveis (isômeros alfa, beta, 
delta, gama de cada uma das classes) obtidas da alimenta- 
ção (vegetais de folhas verdes, nozes, sementes, óleos vege- 
tais), que se distribuem nas membranas celulares e nas 
lipoproteínas e apresentam, entre outras funções, a capa- 
cidade de interromper o processo radicalar de peroxida- 
ção lipídica.'*º* A concentração de vitamina E (razão vita- 
mina E/ácidos graxos peroxidáveis) é variável em frações 
subcelulares de diferentes tecidos de animais, sendo a sus- 
cetibilidade à peroxidação lipídica inversamente propor- 
cional a essa concentração. Microssomos de tecidos alta- 
mente oxigenados, como pulmonar e cardíaco, apresentam 
maiores concentrações de vitamina E e são mais resisten- 
tes à peroxidação lipídica que microssomos de fígado, rim, 
testículos e cérebro de diferentes animais. Intracelular- 
mente, maiores concentrações de vitamina E são encon- 
tradas nas frações microssomal e mitocondrial."? 
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Quadro 29.1 Vias de sinalização redox moduladas por antioxidantes nutricionais 


Sinalização Substâncias Efeitos 
Redução da ativação de MAPK p38, ERK1/2, JNK e NF-kB, com 
licseenn consequente redução da expressão de genes pró-inflamatórios, 
P ciclina D1, Bcl-2, Bcl-XL, bem como aumento da expressão de Bax, 
p53, p21 e p27. Efeito anti-inflamatório e anticarcinogênico 
Isoflavonas: redução da ativação de MAPK p38 por TGF-beta, 
resultando em diminuição da expressão de MMP-2, podendo inibir a 
invasão e metástase 
Polifenóis (curcumina, Curcumina: redução da ativação de MAPK p38, JNK e ERK1/2. Efeito 
resveratrol, EGCG, anti-inflamatório e anticarcinogênico 
MAPK isoflavonas) EGCG: inibição ou ativação de MAPK p38, JNK e ERK1/2, dependendo 
da concentração e tipo celular 
Resveratrol: ativação ou inibição de MAPK e JNK e redução da 
ativação de ERK1/2, resultando em apoptose 
Vitamina E (alfa-tocoferol) Redução da ativação de MAPK p38, ERK1/2 e NFKB, o que resulta em 
redução da resposta inflamatória 
Redução da ativação de MAPK p38 e JNK em baixas concentrações 
Vitamina C (<0,1 mM) e indução de MAPK p38 e ERK1/2 em altas concentrações 
(>0,3 mM) 
B Inibição da inflamação quando em baixa concentração (2 mcM) e 
etacaroteno asi E 
ativação quando em alta concentração (20 mcM) 
Polifenóis (curcumina, Inibição, com consequente redução da ativação de NOX, MAPK, 
resveratrol, EGCG, NF-kB, AP-1. Efeito, dependendo da concentração, anti-inflamatório 
isoflavonas e outros e anticarcinogênico. Em algumas situações e, dependendo da 
flavonoides) concentração, é descrita ativação 
Inibição decorrente da ativação de proteínas fosfatases, levando à 
PKC redução da ativação de NOX, e da geração de ERO na microglia. Efeito 
ee anti-inflamatório e neuroprotetor 
Vitamina E (alfa-tocoferol) ee : 2 ; $ 2 
Inibição com impacto na redução da proliferação em diferentes 
linhagens celulares. Efeito anti-inflamatorio também em decorréncia 
da redução da expressão gênica de PLA2, COX-2, 5-LOX 
Inibição, com consequente inativação de NOX e efeitos subjacentes, 
eee que resultam, por exemplo, em proteção da função da barreira 
Vitamina C : : E : . 
endotelial na sepse e em cardioproteção contra danos induzidos pelo 
antirretroviral AZT 
Inibição ocasionada por bloqueio da via do mevalonato, com 
Licopeno supressão da ativação de MAPK e NF-kB, levando à parada no ciclo 
RAS celular e à apoptose. Efeito anticarcinogénico 
Vitami Inibição com concomitante inativação de MEK/ERK e PI3K/Akt, parada 
itamina E ; 
no ciclo celular e apoptose 
PTEN Vitamina E Ativação, com consequente inibição da via PI3K/Akt 
Licopeno, polifenóis 
(curcumina, resveratrol, Inibição, ocasionando parada no ciclo celular e apoptose. Efeito 
PI3K/Akt EGCG, isoflavonas e outros anticarcinogénico 
flavonoides), vitamina E, Alguns flavonoides podem levar a ativação 
vitamina C 
PTP Vitamina E Ativação, podendo levar à inibição de PKC 
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Os tocoferóis reduzem eficientemente radicais pero- 
xila (-LOO’), sendo gerados radicais tocoferil pouco 
reativos que são reduzidos novamente a tocoferóis pela 
ação sinérgica do ascorbato, ou reagem com outros radi- 
cais peroxila, gerando produtos não radicalares.'* 1º 
Possuem também a capacidade de suprimir fisicamente 
a molécula de oxigênio no estado excitado singlete 
o 


Dos isômeros existentes, o alfa-tocoferol é o mais estu- 
dado e tido como o principal antioxidante da fase lipídica, 
embora a importância do isômero gama-tocoferol na redu- 
ção do risco da aterosclerose seja aos poucos revelada.” 1º 
Em grandes estudos epidemiológicos transversais, verifi- 
cou-se que a concentração plasmática de alfa-tocoferol é 
negativamente correlacionada com o risco de doença car- 
diovascular isquêmica. Entretanto, em estudos clínicos de 


Quadro 29.2 Fatores de transcrição, sensíveis à regulação redox e modulados por antioxidantes nutricionais 


Fatores de 


ae Substancias 
transcrição 


Licopeno 


Polifenóis (curcumina, resveratrol, 
EGCG, isoflavonas e outros 
flavonoides) 


AP-1 
Vitamina E 


Vitamina C 


Licopeno 


NF-kB 
Polifendis (curcumina, resveratrol, 
EGCG, isoflavonas e outros 
flavonoides) 


Vitamina E (alfa-tocoferol, 
gama-tocotrienol), vitamina C 


Licopeno, polifenóis (curcumina, 
resveratrol, EGCG, isoflavonas e 
outros flavonoides) 


p53 


Polifendis (curcumina, resveratrol, 
EGCG, isoflavonas e outros 
flavonoides) 


HIF 
Vitamina E 


Vitamina C 


Carotenoides (licopeno, 
betacaroteno) 
Polifendis (curcumina, resveratrol, 
EGCG, isoflavonas e outros 
flavonoides) 
Isotiocianatos (sulforafano) 


Nrf2 


Efeitos 


Inibição, com diminuição da expressão de IL-2 e de 
ciclina D1 
Efeito anti-inflamatório e parada no ciclo celular 


Inibição ou ativação, dependendo da sinalização via 
MAPK 


Inibição 


Inibição relacionada à redução da ativação de 
MAPK e JNK 


Inibição, via efeito antioxidante ou redução da 
expressão de iNOS, COX-2 e da atividade de NOX e 
5-LOX, diminuindo a geração de ERO e suprimindo a 

ativação de MAPK. Efeito anti-inflamatório 

Inibição via inativação de Ras e MAPK. Efeito 

anticarcinogênico 


Inibição, com efeito anti-inflamatório, parada no 
ciclo celular e apoptose. Em algumas situações é 
descrita ativação 
Resveratrol modula a transcrição e a atividade de 
sirtuínas, as quais desacetilam e desativam o NF-kB 


Inibição, com efeito anti-inflamatório e 
anticarcinogênico (indução de apoptose) 


Aumento da expressão, concomitantemente 
com aumento da expressão de p21, p27 e Bax e 
diminuição da expressão de Bcl-2 e Bcl-XL. Indução 
de apoptose 
Alguns flavonoides podem ter efeito oposto 


Inibição da atividade, com efeitos antiangiogênico e 
anticarcinogênico 


Aumento da expressão de HIF-1 e de seus genes- 
-alvo, como os que codificam VEGF e HO-1. 
Proteção contra isquemia tecidual em cultura de 
células neurais e renais, entretanto, efeito oposto 
em outros modelos celulares 


Diminuição dos níveis, com possíveis efeitos 
antiangiogênico e anticarcinogênico 


Ativação, com consequente indução da expressão 
de enzimas antioxidantes e de biotransformação de 
fase II. Efeito anticarcinogênico 
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suplementação com alfa-tocoferol (50-1.000 mg/dia), o be- 
nefício esperado de redução do risco de doença cardiovas- 
cular isquêmica não foi atingido, mesmo sendo obtidas as 
mesmas concentrações plasmáticas de alfa-tocoferol corre- 
lacionadas com menor risco nos estudos epidemiológicos. 
No caso, a suplementação com alfa-tocoferol pode provo- 
car diminuição da concentração plasmática dos outros isô- 
meros, por competição pela ligação à proteína de transfe- 
rência de alfa-tocoferol hepática, e esse desequilíbrio pode 


prejudicar o efeito protetor da vitamina E.’*° A concentra- 
ção total dos isômeros em plasma humano encontra-se 
predominantemente na faixa de 15 a 40 mcMº*” — concen- 
tração média de alfa-tocoferol em torno de 20 a 30 mcM, de 
gama-tocoferol em torno de 2,5 mcM e de delta-tocoferol 
em torno de 0,1 mcM.'º Nos Estados Unidos, a ingestão 
diária de 15 mg de vitamina E é recomendada.” 
Concentrações plasmáticas anormalmente baixas de 
alfa-tocoferol ocorrem em bebês prematuros e em algu- 
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mas doenças (p. ex., anemias hemolíticas, doenças gas- 
trintestinais), com aumento da suscetibilidade à peroxi- 
dação lipídica, hemólise, dano neuronal e degeneração 
da retina, havendo, nesses casos, benefícios decorrentes 
da suplementação com alfa-tocoferol.'º 

Uma série de estudos vem demonstrando, no en- 
tanto, que os efeitos benéficos da vitamina E não se de- 
vem apenas à sua função antioxidante nas biomembra- 
nas e lipoproteínas, sendo relatadas modulações de vias 
de sinalização e da expressão de genes por diferentes 
isômeros, que resultam em inibição da proliferação ce- 
lular anormal, em indução de apoptose de células tu- 
morais e em efeito anti-inflamatório, dependendo da 
concentração utilizada." Esses efeitos estão resumidos 
nas Quadros 29.1 e 29.2. 


Polifenóis 


Frutas, legumes, verduras, ervas, especiarias, chás e 
vinho são fontes importantes de uma grande variedade 
de polifenóis, predominantemente hidrofílicos, sendo 
descritas mais de 500 moléculas.*>*>** Uma taça de vinho 
pode conter cerca de 100 mg de polifenóis, enquanto 
uma alimentação rica em vegetais pode proporcionar 
mais de 100 mg por dia, resultando em altas concentra- 
ções no estômago e intestino.'** Nesse grupo encon- 
tram-se os flavonoides (flavonóis, flavanóis, flavanonas, 
flavonas, isoflavonoides, antocianinas, proantocianidi- 
nas), os ácidos fenólicos (ácidos hidroxicinâmico e hi- 
droxibenzoico) e os estilbenos (p. ex., resveratrol).* 

Os polifenóis apresentam capacidade de sequestrar 
radicais livres, suprimir oxigênio singlete e quelar metais, 
sendo potentes antioxidantes in vitro, propriedade que 
varia de acordo com a posição e o número dos grupos 
-OH nos anéis aromáticos." Estima-se que o poder an- 
tioxidante das proantocianidinas seja 20 vezes maior que 
o da vitamina E e 50 vezes maior que o da vitamina C.'*° 
Sua ação antioxidante direta in vivo, entretanto, é ques- 
tionada em virtude das baixas concentrações plasmáticas 
encontradas, não ultrapassando 1 a 3 mcM no total, cerca 
de 1 a 2% das concentrações plasmáticas das vitaminas C 
e E, em razão da baixa absorção intestinal — melhor ab- 
sorção é observada para quercetina (20-50% da dose) e 
catequinas (< 2% da dose) — e rápida biotransformação 
por metilação, glicuronidação e sulfação dos grupos -OH 
no intestino e fígado.!> 183594137 Os produtos de biotrans- 
formação apresentam menor atividade antioxidante em 
virtude de os grupos -OH envolvidos nessa atividade se- 
rem comprometidos nas reações de conjugação.'* * 

Em um estudo clínico realizado com 35 indivíduos 
com obesidade e síndrome metabólica nos Estados Uni- 
dos, a suplementação diária com chá-verde, correspon- 


dendo a 928 mg/dia de catequinas totais, resultou, após 8 
semanas, em concentrações plasmáticas de 0,09 mcM de 
epigalocatequina, 0,036 mcM de epigalocatequina galato 
e 0,003 mcM de epicatequina galato.* É preciso conside- 
rar, no entanto, que no estômago e intestino as concen- 
trações de polifenóis são altas, possibilitando nesses ór- 
gãos sua atuação pela via antioxidante e outros 
mecanismos, o que, indiretamente, pode melhorar a ca- 
pacidade antioxidante plasmática.'* > Há estudos mos- 
trando que o consumo de bebidas e alimentos ricos em 
polifenóis — como chá-verde, soja, cacau, alho, cebola e 
suco de uva — protege contra a ocorrência de estresse oxi- 
dativo, enquanto em outros estudos tal efeito protetor 
não foi observado, o que, juntamente com as considera- 
ções mencionadas, não permite afirmar que essas molé- 
culas atuem como antioxidantes diretos in vivo. ™® 1834 
Apesar das controvérsias quanto ao mecanismo de 
ação, estudos epidemiológicos apontam associação inver- 
sa entre a ingestão de bebidas e alimentos ricos em polife- 
nóis e a incidência de doenças cardiovasculares, câncer e 
diabetes.'** No paradoxo francês, caracterizado pela bai- 
xa incidência de doenças cardiovasculares apesar do con- 
sumo elevado de ácidos graxos saturados, e na dieta me- 
diterrânea, rica em frutas e vinho, observa-se claramente 
essa associação.” Além dos efeitos cardioprotetores, são 
atribuídas aos polifenóis propriedades antibacterianas, 
antifúngicas, antivirais, antineoplásicas, hepatoproteto- 
ras, imunomoduladoras, anti-inflamatórias, antidiabéti- 
cas, neuroprotetoras e antienvelhecimento, com base, 
principalmente, em estudos em cultura de células, em 
animais, e epidemiológicos em humanos (revisados por 
Rodrigo et al.”). Por exemplo, o consumo moderado de 
vinho tinto tem sido associado à redução de até 50% do 
risco de desenvolvimento da doença de Alzheimer.” O 
constante consumo de bebidas e alimentos ricos em poli- 
fenóis parece ser necessário para a manutenção de con- 
centrações plasmáticas para a observação dos efeitos be- 
néficos. O consumo de chá-verde, por exemplo, leva a um 
pico da concentração plasmática de catequinas dentro de 
2 horas, com declínio em 10 a 15 horas.” Estudos clínicos 
para melhor avaliação do uso terapêutico de polifenóis 
estão em andamento (revisados por Rodrigo et al.º). 
Além da possível ação antioxidante direta, comprova- 
da somente in vitro, polifenóis modulam atividades de 
enzimas, como cicloxigenases (COX-1, COX-2), lipoxige- 
nases, telomerase e metaloproteinases, bem como apre- 
sentam ação antiestrogênica e afetam vias de sinalização 
celular e a expressão gênica, como apresentado resumida- 
mente nos Quadros 29.1 e 29.2.'**> Podem, no entanto, 
também apresentar efeitos pró-oxidantes, promovendo a 
formação de ERO e radicais fenoxil reativos que podem 
danificar biomoléculas e resultar em efeitos citotóxicos.!º 


Carotenoides 


Além dos polifenóis, outros importantes metabólitos 
secundários de plantas associados à redução do risco de 
incidência de doenças crônicas em seres humanos são os 
carotenoides.’”” Nesse grupo de pigmentos lipossolúveis, 
com estrutura básica de polieno com 40 átomos de carbo- 
no em duplas ligações conjugadas, encontram-se aproxi- 
madamente 700 moléculas, das quais 50 a 60 fazem parte 
da alimentação humana.?* *º Desses, os carotenos (hidro- 
carbonetos) betacaroteno, alfa-caroteno e licopeno, e as 
xantofilas (carotenoides contendo pelo menos um átomo 
de oxigênio) alfa-criptoxantina, beta-criptoxantina, luteí- 
na e zeaxantina são os mais abundantes, sendo betacaro- 
teno, licopeno, luteína e zeaxantina os mais estudados. Os 
carotenos são mais hidrofóbicos que as xantofilas, carac- 
terística que influencia a biodisponibilidade e a distribui- 
ção das diferentes moléculas no organismo, predominan- 
temente associadas a lipoproteínas, membranas celulares 
e tecido adiposo." 

O consumo estimado de carotenoides a partir da ali- 
mentação é de 5 a 20 mg/dia, havendo variação na quanti- 
dade e composição de acordo com os hábitos alimenta- 
res. Estão presentes em quantidades na faixa de 2 a 20 
mg/100 g de algumas frutas e legumes de coloração ama- 
relada a avermelhada (p. ex., manga, damasco, toranja, 
melancia, abóbora, cenoura, pimenta, tomate) e em ver- 
duras verde-escuras (p. ex., espinafre, rúcula, couve, acel- 
ga, brocolis).'** 1° A biodisponibilidade depende, entre 
outros fatores, do alimento (frutas > legumes > verduras) 
e do modo de preparo, sendo facilitada pelo processamen- 
to mecânico (corte, homogeneização), cozimento e pre- 
sença de lipídios na alimentação.” Assim como no ca- 
so dos polifenóis, as concentrações plasmáticas de 
carotenoides totais se encontram predominantemente no 
intervalo de 1,5 a 2,2 mcM, mas com meia-vida de dias a 
semanas em virtude da lipossolubilidade e da baixa velo- 
cidade de biotransformação e excregao.*”” Tanto os caro- 
tenoides precursores da vitamina A (como betacaroteno e 
beta-criptoxantina) quanto os não precursores (como li- 
copeno e luteína) promovem redução do risco de doenças 
crônicas, sendo a ação antioxidante uma dentre as várias 
possíveis vias protetoras.” 

O padrão de duplas ligações conjugadas na longa ca- 
deia polieno faz com que os carotenoides sejam ótimos 
supressores físicos de oxigênio singlete ('O,), sequestra- 
dores de radicais livres (principalmente -LOO ) e desati- 
vadores de moléculas sensibilizadoras eletronicamente 
excitadas.?™ 13142 

A supressão física do 'O, envolve a transferência di- 
reta de sua energia para a molécula do carotenoide, ten- 
do como produtos a molécula do O, no estado funda- 
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mental e a molécula de carotenoide no estado excitado 
triplete, que retorna ao estado fundamental dissipando a 
energia por interação com o meio circundante. O mes- 
mo ocorre na desativação de sensibilizadores eletronica- 
mente excitados.” As constantes de velocidade de su- 
pressão física do 'O, por carotenos e xantofilas estão na 
ordem de 10º a 10° M's", dependendo do comprimento 
do sistema de duplas ligações conjugadas e dos grupos 
funcionais presentes.'** Dos principais carotenoides en- 
contrados no plasma humano, o licopeno é o mais efi- 
ciente na supressão de 'O,, k, = 3,1 x 10º M'!s!. Uma 
vez que não há modificação da estrutura molecular nes- 
se processo, uma mesma molécula de carotenoide pode 
passar várias vezes por esses ciclos de supressão física.” 
A eficiência dos carotenoides em suprimir 'O,, somada 
ao conhecimento de sua compartimentalização nas mem- 
branas celulares e lipoproteínas, permite considerar que, 
mesmo nas concentrações submicromolares encontra- 
das no plasma, seu papel antioxidante in vivo seja signi- 
ficativo."* 

Além da propriedade descrita, carotenoides (como o 
betacaroteno), sob baixa pressão parcial de O, e em bai- 
xas concentrações, interrompem o processo de peroxida- 
ção lipídica, sequestrando radicais peroxila (-LOO’) e al- 
coxila (-LO’). Os produtos das reações são radicais dos 
carotenoides centrados no carbono estabilizados por res- 
sonância, podendo ser resultantes de adição ao radical 
peroxila (LOOCAR’), de abstração de hidrogênio pelo 
radical peroxila (CAR' + LOOH) ou de transferência de 
elétron para o radical peroxila (CAR* + LOO’), depen- 
dendo do potencial de redução do radical sequestrado, 
da estrutura do carotenoide e das características do mi- 
croambiente.”” 13% 139143144 A pressão parcial de O, em vá- 
rios tecidos humanos é inferior a 50 mmHg (50 torr) e, 
em células e organelas, pode ser muito inferior a 20 
mmHg," o que favorece a ação antioxidante dos carote- 
noides. Entretanto, sob elevadas pressões parciais de O,, 
os carotenoides, possivelmente por sofrerem autoxida- 
ção, podem agir como pró-oxidantes e contribuir para a 
oxidação de biomoléculas, incluindo a propagação da 
peroxidação lipídica.” >14 Pressões parciais elevadas de 
O, (acima de 100 mmHg) são encontradas no ar inspira- 
do, no ar alveolar e no sangue arterial.'* 

Assim, carotenoides e tocoferóis/tocotrienóis desem- 
penham papéis complementares na proteção das mem- 
branas biológicas e lipoproteínas contra a peroxidação 
lipídica. Enquanto os carotenoides são eficientes antioxi- 
dantes sob baixas concentrações de O,, a vitamina E é 
eficiente sob pressões parciais de O, mais elevadas, o que 
pode modular a distribuição dessas moléculas nos dife- 
rentes tecidos e compartimentos celulares." !ºº Além da 
complementariedade, há interação sinérgica entre esses 
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antioxidantes, tendo-se verificado que, em membranas 
biológicas contendo alfa-tocoferol e betacaroteno, a pro- 
teção contra peroxidação lipídica é superior à esperada 
pela soma dos efeitos dos dois antioxidantes separada- 
mente. De acordo com os dados experimentais, o alfa-to- 
coferol, somente quando presente em concentrações 
mais elevadas que as de betacaroteno, parece atuar na 
proteção contra a oxidação do betacaroteno, o que po- 
tencializaria o efeito antioxidante.'**° 

O ácido ascórbico também pode contribuir para a 
redução de cátions radicais de carotenoides, regeneran- 
do carotenoides nas membranas celulares de modo se- 
melhante à sua ação regeneradora de vitamina E. Lin- 
fócitos de indivíduos suplementados com betacaroteno 
(150 mg/dia), RRR-D-alfa-tocoferol (800 mg/dia) e áci- 
do ascórbico (1.000 mg/dia) por 2 semanas apresenta- 
ram resistência à oxidação induzida por NO, in vitro 
superior à esperada pela soma dos efeitos protetores dos 
antioxidantes individuais.!21+? 

Cations radicais de carotenoides (CAR'*) podem ser 
gerados pela oxidação de carotenoides por radicais livres 
(p. ex., NO, RSO,, radicais fenoxil, radicais peroxila, radi- 
cais alcoxila) e, se não forem reduzidos por outros antioxi- 
dantes, podem oxidar biomoléculas, como os aminoácidos 
tirosina e cisteina em proteinas.'”'** A modulação dos 
efeitos anti e pró-oxidantes dos carotenoides por condi- 
ções do microambiente em que se encontram (pressão 
parcial de O,, presença e concentração de outros antioxi- 
dantes, estado redox) pode explicar o aumento do risco de 
desenvolvimento de câncer pulmonar e doenças cardio- 
vasculares observado em tabagistas e trabalhadores expos- 
tos a asbestos suplementados com betacaroteno (20 e 30 
mg/dia) pelo período de 4 a 6 anos em dois grandes estu- 
dos clínicos. Além disso, a concentração de betacaroteno 
no soro dos indivíduos após 3 ou 5 anos de suplementação 
estava 12 a 15 vezes acima da concentração encontrada nos 
indivíduos que não receberam o suplemento.**!42146.150 

Verificou-se em diversos estudos in vitro que carote- 
noides podem ter sua atividade antioxidante transforma- 
da em pró-oxidante com o aumento das suas concentra- 
ções intracelulares.'4°!5°'5! A ação do betacaroteno e de 
outros carotenoides na modulação do estado redox das 
células, podendo inibir ou ativar vias de sinalização redox 
em função de diversos fatores, mostra a necessidade de 
cautela no seu uso como suplementos em indivíduos que 
estejam sob condição que favoreça o estresse oxidativo, 
como no caso dos tabagistas e expostos a asbestos nos es- 
tudos clínicos citados anteriormente.’ Nessas condições, 
a atividade pró-oxidante dos carotenoides, juntamente 
com a geração de produtos de clivagem oxidativa reati- 
vos, como apo-8'-beta-carotenal e retinal, podem pro- 
mover danos em biomoléculas e alteração da expressão 


gênica com subsequente transformação neoplásica de cé- 
lulas normais."2!5” No entanto, o uso de carotenoides po- 
de ser útil na terapia contra o câncer, sendo necessários 
mais estudos voltados para essa possibilidade.!*!% A ati- 
vidade pró-oxidante em células tumorais, por exemplo, 
pode contribuir para a inibição do crescimento tumoral 
por modulação de vias que causam a apoptose.!4!47150.16L162 

Em razão de suas propriedades antioxidantes, o beta- 
caroteno é utilizado clinicamente, desde 1975, para a pre- 
venção da fotossensibilidade associada à protoporfiria 
eritropoiética, uma doença hereditária na qual há acú- 
mulo de protoporfirina IX, uma molécula fotossensibili- 
zadora endógena, na pele. A suplementação oral com 
betacaroteno melhora a tolerância dos indivíduos à ra- 
diação solar, uma vez que o carotenoide intercepta as rea- 
ções de fotossensibilização geradoras de 'O,.'° 

O papel benéfico de carotenoides na proteção da pele 
normal (fotoproteção sistêmica) contra danos decorren- 
tes de reações foto-oxidativas é evidenciado em diversos 
estudos e revisões sobre o tema.'*'!°*1° Esses danos à pe- 
le resultantes da exposição à radiação ultravioleta (UV) 
estão envolvidos no desenvolvimento de eritema, enve- 
lhecimento precoce e câncer. A suplementação oral com 
carotenoides (p. ex., betacaroteno, licopeno, luteína) em 
doses superiores a 20 mg/dia ou com extrato de tomate 
(40 g/dia, contendo aproximadamente 16 mg/dia de lico- 
peno), por pelo menos 10 semanas antes da exposição à 
radiação, resultou em fotoproteção contra efeitos agudos 
na pele (Stahl et al. e estudos revisados por Fernán- 
dez-Garcia,'™ e Stahl et al.!%). Entretanto, mais estudos 
são necessários para avaliar melhor a segurança do uso 
das altas doses de carotenoides para essa finalidade, bem 
como para verificar se os carotenoides apresentam algum 
papel na proteção da pele contra efeitos crônicos da ex- 
posição à radiação UV, como o desenvolvimento de cân- 
cer, 158168 

A proteção contra o dano foto-oxidativo oferecida 
pelos carotenoides também é importante para diminuir 
o risco de desenvolvimento de doenças oftalmológicas, 
como catarata (estudos revisados por Weikel et al.!º) e 
degeneração macular relacionada à idade."º!7! Os princi- 
pais carotenoides encontrados no cristalino e na retina 
(pigmento macular) são luteína e zeaxantina. Na retina, o 
pigmento macular absorve a luz azul (~440 nm), dimi- 
nuindo a quantidade que chega aos fotorreceptores, e 
atua como fotoprotetor. É evidenciado em estudos epide- 
miológicos que indivíduos com alimentação rica em lu- 
teína e zeaxantina, com altas concentrações desses caro- 
tenoides no soro ou com altos níveis de pigmento 
macular, apresentam menor risco de degeneração macu- 
lar avançada relacionada à idade (estudos revisados por 
Koushan et al., e Landrum e Bone!”’). 


Os carotenoides, tanto em virtude das suas proprie- 
dades anti e pró-oxidantes com potencial de modulação 
do estado redox das células como por vias independentes 
da modulação redox, afetam a expressão génica.'” 

Dentre todos os carotenoides, cerca de 50 apresentam 
atividade pró-vitamina A, sendo o betacaroteno-todo- 
-trans o principal carotenoide presente na alimentação hu- 
mana com essa atividade." Uma molécula de betacarote- 
no-todo-trans gera duas moléculas de retinal-todo-trans 
ao sofrer clivagem oxidativa na ligação central C =C ;» 
catalizada pela enzima betacaroteno-15,15'-monoxigena- 
se em diversos tecidos (como intestino, tecido adiposo e 
células epiteliais do pigmento da retina). SNP no gene que 
codifica essa enzima alteram a eficiência de conversão de 
betacaroteno para retinal. Enzimaticamente, o retinal-to- 
do-trans pode ser reduzido para retinol-todo-trans (vita- 
mina A) ou oxidado para ácido retinoico-todo-trans.'? O 
metabolismo ocorre em uma sequência controlada a par- 
tir do intestino, com incorporação de ésteres de retinil em 
quilomícrons, passando pelo fígado, até as células-alvo, 
com a participação da proteína ligadora de retinol (RBP), 
das proteínas celulares ligadoras de retinol (CRBP) e das 
proteínas celulares ligadoras de ácido retinoico.'” 

A vitamina À é essencial para o crescimento e o de- 
senvolvimento normal de fetos e crianças, para a repro- 
dução, para adequada função do sistema imune, para a 
manutenção de tecidos epiteliais e para a visão." Além 
do betacaroteno, alimentos de origem animal, como fíga- 
do, ovos, leite e derivados, são fontes diretas de vitamina 
A (na forma de retinol todo-trans e ésteres de retinil). É 
preciso considerar o fato de que o consumo diário de vi- 
tamina A (vitamina A + pró-vitamina A) abaixo e acima 
dos valores recomendados para diferentes faixas etárias, 
estágios da gestação e período da lactação pode ser preju- 
dicial à satide.'” Sua deficiência durante a gestação, por 
exemplo, pode resultar em malformações congênitas, 
afetando olhos, miocárdio, diafragma e sistemas respira- 
tório e urogenital.'” 

O ácido retinoico é essencial para a modulação de 
vias bioquímicas envolvidas no desenvolvimento embrio- 
nário, na diferenciação, na proliferação celular e na apop- 
tose.'2 Os isômeros todo-trans e 9-cis ligam-se aos recep- 
tores nucleares de ácido retinoico (RAR) envolvidos na 
regulação da transcrição gênica. O isômero ácido retinoi- 
co 9-cis se liga, também no núcleo, aos receptores X de 
ácido retinoico (RXR).'°”'” Para a atividade biológica, é 
necessária a heterodimerização de um RAR com um RXR. 
O dímero se liga a regiões específicas do DNA conhecidas 
como elementos de resposta ao ácido retinoico (RARE). 
Como ambos os receptores estão presentes em diferentes 
subtipos e isoformas (RARalfal, RARalfa2, RARbetal”, 
RARbetal, RARbeta2, RARbeta3, RARbeta4, RARgamal, 


Sistemas antioxidantes 


RARgama2, RXRalfal, RXRalfa2, RXRbetal, RXRbeta2, 
RXRgamal, RXRgama2), os dimeros podem ter composi- 
ção bastante variável. Além disso, RXR podem heterodi- 
merizar com outros receptores nucleares (não RAR). A 
atividade dos dímeros é, ainda, modulada pela ligação 
adicional de coativadores e correpressores, incluindo en- 
zimas com atividades de acetilação e desacetilação de his- 
tonas, tendo como resultado a expressão ou o silencia- 
mento gênico. Essas vias intrincadas de controle da 
expressão gênica são importantes para embriogênese, 
crescimento, reprodução, visão e proteção contra doenças, 
como diferentes tipos de câncer, alterações metabólicas 
(obesidade, diabete, sindrome metabólica), doenças neu- 
rodegenerativas e doença renal.'* 

A capacidade de modulação da expressão gênica não 
se restringe, no entanto, aos carotenoides com atividade 
pró-vitamina A. O licopeno, por exemplo, além das suas 
propriedades anti e pró-oxidantes, modula vias de sinali- 
zação celular de modo a elevar a expressão de genes que 
codificam enzimas antioxidantes, a aumentar a comuni- 
cação intercelular via junções comunicantes (aumenta a 
expressão de conexina-43), a diminuir a inflamação, a 
promover parada no ciclo celular e apoptose,'!? como 
apresentado nos Quadros 29.1 e 29.2. Essas propriedades 
têm incentivado a realização de estudos clínicos para ava- 
liar a importância do licopeno na quimioprevenção e no 
tratamento do câncer, principalmente de próstata, tecido 
de maior acúmulo de licopeno em humanos.” 


ERO e antioxidantes nutricionais na modulação de vias de 
sinalização celular e expressão gênica 


Como apresentado no início do capítulo e na Figura 
29.1, as ERO (principalmente H,O,) podem oxidar grupos 
tióis, na forma dissociada para tiolato, de resíduos de cis- 
teina em proteínas (PS-).” Várias proteínas intracelulares 
são sensíveis a esse tipo de oxidação por hidroperóxidos, 
sofrendo alterações reversíveis, como dimerização, forma- 
ção de pontes dissulfeto intramolecular ou glutationilação, 
mecanismos básicos que explicam a modulação da sinali- 
zação celular por ERO. Em caso de excesso de ERO, podem 
ocorrer, ainda, hiperoxidações irreversíveis (-SO,H, -SO,H). 
Atualmente, sabe-se que a sinalização redox está envolvida 
em diversas vias (Figura 29.2) que controlam o metabolis- 
mo, a proliferação, a diferenciação, a migração celular e a 
apoptose.” Assim, a relação entre estresse oxidativo, enve- 
lhecimento e doenças crônicas não transmissíveis, como 
câncer, diabete, doenças cardiovasculares, artrite reuma- 
toide e doenças neurodegenerativas pode ser explicada 
não só em termos de dano oxidativo a biomoléculas, mas 
também considerando a perda da homeostase da sinaliza- 
ção redox celular.” 
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Proteínas serina/treonina quinases (quinase 1 regula- 
dora do sinal de apoptose — ASK1, MAPK, proteínas qui- 
nases C — PKC), Ras, tirosina/lipídio fosfatase e homólogo 
da tensina (PTEN), e proteínas tirosina fosfatases (PTP) 
são exemplos de proteínas sinalizadoras cujas atividades 
são reguladas por reações de oxidação e redução de resí- 
duos de cisteína!??>!00175 (Figura 29.2). Fatores de transcri- 
ção, como AP-1, NF-kB, p53, HIF e Nrf2, também fazem 
parte do grupo de proteínas passíveis de regulação re- 
dox'”'°'76 (Figura 29.2). A regulação da atividade é com- 
plexa e pode envolver a ligação de diversas proteínas à 
proteína-alvo e modificações pós-traducionais, como fos- 
forilação, nitrosilação, ubiquitinação, farnesilação, além de 
oxidação ou redução, de modo que a resposta não depende 
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apenas da presença ou ausência do estímulo, mas também 
da sua intensidade e duração.” Assim, apesar de existirem 
estudos in vitro e em animais experimentais mostrando 
que antioxidantes nutricionais antagonizam os efeitos de 
ERO nas vias de sinalização e de fatores de transcrição sen- 
síveis à regulação redox, há ainda muitos resultados con- 
traditórios, como revisado por Leonarduzzi et al.,'° sendo 
necessários mais estudos para melhor compreensão dos 
mecanismos moleculares de regulação dessas vias.” 

A família das MAPK inclui as vias das quinases regula- 
das por sinal extracelular (ERK1, ERK2), JNK e p38 MAPK, 
que estão envolvidas na regulação de processos celulares, 
como resposta a estresse, proliferação, migração, diferen- 
ciação e apoptose.?>!9º Essas vias consistem em três cas- 
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Figura 29.2 Vias de sinalização celular e fatores de transcrição modulados por espécies reativas de oxigênio (ERO). AKT/mTOR: protein kinase 
B/mammalian target of rapamycin, AP1: proteína ativadora 1; Bax: BCL2 associated X protein, Bcl-2: B-cell lymphoma 2, Bcl-XL: B-cell lymphoma 
extra large; Ca*: cálcio; COX-2: cicloxigenase 2; DAG: diacilglicerol; EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico; ERK: quinase regulada 
por sinal extracelular; HIF-1: fator induzivel por hipóxia; IL: interleucina; iNOS: óxido nítrico sintase induzivel; JNK: c-Jun N-terminal kinase; Keap1: 
kelch like ECH associated protein 1, LOX: lipoxigenase; MAPK: proteínas quinases ativadas por mitógenos; NF-kB: fator nuclear kappa B; NOX/p22/ 
PDI/NoxA1/Nox01/RAC/TKS4/5: complexo enzimatico da NADPH oxidase; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; P38: P38 mitogen- 
-activated protein kinase; PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; PIP2’: fosfatidil inositol bifosfato; PIP3’: fosfatidil inositol trifosfato; PKC: proteína qui- 
nase C; PTP: proteína tirosina fosfatase; PTEN: tirosina/lipídio fosfatase e homólogo da tensina; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. 


catas de quinases ativadas sequencialmente: MAPKKK, 
MAPKK e MAPK. O equilíbrio decorrente da ativação si- 
multânea ou sequencial de múltiplas vias define o destino 
da célula.” A proteína ASKI pertence à familia MAPKKK 
e, quando ativada (p. ex., por ERO, sobrecarga de cálcio, 
citocinas inflamatórias), fosforila e ativa as vias apoptóti- 
cas JNK e p38. Entretanto, em algumas situações, pode 
também promover a sobrevivência, diferenciação e proli- 
feração celular. A sinalização pelas vias ERK1 e ERK2, por 
outro lado, resulta, em geral, na sobrevivência celular, 
diferenciação e proliferação, mas em algumas situações 
pode também estimular a apoptose.” As diferentes casca- 
tas podem ser ativadas por receptores tirosina quinases 
(p. ex., receptor do fator de crescimento derivado de pla- 
quetas — PDGFR; receptor do fator de crescimento epi- 
dérmico — EGFR), por outras proteínas tirosina quina- 
ses, por receptores de citocinas e por receptores acoplados 
à proteína G.!º! 

As PKC podem modular a apoptose e a sobrevivência 
celular via regulação da MAPK. Diferentes isoformas de 
PKC estão implicadas também na ativação da NADPH 
oxidase, sendo esta uma via importante de indução de 
estresse oxidativo na condição de diabete.'” 

A Ras (proteína G) é outra proteína que pode mediar 
a ativação da NADPH oxidase e está envolvida na ativação 
de MAPK. Quando ativada por ERO, a Ras recruta fosfati- 
dil inositol 3 quinase (PI3K), o que leva à ativação das vias 
Akt e MAPK. Estudos com diferentes tipos de células mos- 
tram que a ativação da Ras promove sinalização via Raf/ 
ERK, a qual favorece sobrevivência, crescimento e replica- 
ção celular, em detrimento da apoptose, e está envolvida 
no processo de tumorigénese.'” 

O recrutamento e a ativação de PI3K pela Ras promo- 
vem a fosforilação do grupo 3’-hidroxila do fosfatidil ino- 
sitol bifosfato, gerando fosfatidil inositol trifosfato (PIP-3) 
na membrana plasmática. Tais lipídios passam então a 
recrutar/ativar as serina/treonina quinases Akt e mTor, re- 
sultando em alterações metabólicas que levam à biossín- 
tese e à replicação celular. A via PI3K/Akt/mTor é comu- 
mente alterada em diversos tipos de câncer humano. A 
ativação do sistema PI3K é controlada pela desfosforilação 
da posição 3º do PIP3, catalisada pela fosfatase PTEN, que, 
quando oxidada por ERO, não exerce sua atividade.?>!7>178 
Assim, o aumento da sinalização via Ras e a perda da ati- 
vidade da PTEN na presença de ERO favorecem o cresci- 
mento e a replicação celular. 

As PTP estão envolvidas na regulação da atividade de 
proteínas tirosina quinases e são inibidas por ERO, o que 
promove a ativação, por exemplo, de PDGFR, EGFR e 
das vias de sinalização de crescimento subjacentes." 

Verifica-se, portanto, que, modulando as vias de si- 
nalização citadas, ERO podem promover crescimento e 
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replicação celular ou parada do ciclo e morte celular. O 
destino possivelmente depende da fonte de ERO, da loca- 
lização e da concentração. Assim, baixas concentrações 
de ERO (nM) estão relacionadas à indução de crescimen- 
to, replicação e diferenciação, enquanto maiores concen- 
trações (mcM) estão relacionadas à indução de morte 
celular." 

Entre os fatores de transcrição, o AP-1 é um complexo 
de proteínas Jun e Fos que controla a expressão de genes 
relacionados à sobrevivência e à proliferação celular. Na 
presença de fatores de crescimento, o AP-1 é ativado pela 
fosforilação de c-Jun e c-Fos por ERK1/2 da via de sinali- 
zação das MAPK, sendo induzida a expressão de ciclina 
D1 para que as células entrem em divisão. Sob estresse oxi- 
dativo, a c-Jun é oxidada e sofre glutationilação no sítio de 
ligação ao DNA, o que reprime a transcrição de ciclina D1 
e promove parada no ciclo.!” Observa-se que o controle 
da transcrição de genes ocorre em diferentes níveis, sendo 
que as alterações redox intracelulares representam papel 
relevante na regulação de diferentes vias de sinalização. 

O fator de transcrição NF-kB regula a expressão de 
centenas de genes envolvidos na apoptose, na adesão ce- 
lular, na proliferação, na resposta ao estresse, no remode- 
lamento tecidual, na resposta inflamatória e na resposta 
imune.” São cinco os membros dessa família que se ar- 
ranjam em diferentes complexos. Os complexos de 
NF-kB são mantidos inativos no citoplasma por uma fa- 
milia de proteínas inibidoras do NF-kB (IkB). A ativação 
envolve a fosforilação de IkB pelo complexo IkB quinase 
(IKK-alfa/IKK-beta e uma subunidade regulatória NE- 
MO/IKK-gama) nas vias dependentes de citocinas, ou 
por proteína tirosina quinase na via ativada por ERO, que 
resulta na degradação de IkB e na liberação do NF-kB, 
que é translocado para o núcleo.” A IKK-beta pode ser 
oxidada e glutationilada em resíduo de cisteína, resultan- 
do em inibição da atividade de fosforilação do IkB e, con- 
sequentemente, em inibição de algumas das vias ativadas 
pelo NF-kB.!* O controle da expressão gênica pelo 
NF-kB é bastante complexo e depende da atividade coor- 
denada de outros fatores de transcrição e vias de sinaliza- 
ção, podendo resultar em ativação ou repressão da trans- 
crição, dependendo do contexto de sua indução.” Além 
do complexo sistema de ativação que ocorre no citoplas- 
ma, que, entre outros fatores, pode ser desencadeado por 
ERO, o NF-kB (subunidades p50 e RelA) pode sofrer oxi- 
dação e glutationilação em resíduos de cisteína, o que 
resulta em inibição de sua ligação ao DNA.‘ 

O fator nuclear p53 tem importante função como su- 
pressor de tumor, regulando a parada do ciclo celular e o 
reparo do DNA ou induzindo apoptose. Mutações inativa- 
doras do p53 estimulam o crescimento e a proliferação 
celular e são encontradas em muitos tipos de cancer.'* Al- 
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gumas proteínas cujas expressões são moduladas pelo p53 
são p21/WAF1, MDM2, BAX, GADD45 e p53R2, as quais 
são importantes para os efeitos relacionados à expressão 
do p53. Por exemplo, a parada do ciclo celular na fase G1 
não ocorre na ausência de p21/WAF1 funcional, mesmo 
com a expressão normal de p53.'*° A atividade do p53 po- 
de ser regulada por fosforilação pelas MAPK JNK e p38. 
Além disso, na presença de ERO, a capacidade de ligação 
do p53 e do p21 ao DNA pode ser afetada pela oxidação de 
resíduos de cisteína nos domínios de ligação ao DNA.””!° 

O fator de transcrição HIF é ativado pela via PI3K/ 
Akt/mTor e promove a adaptação das células a baixas 
tensões de oxigênio, induzindo neovascularização e gli- 
cólise, dentre outros efeitos relacionados à indução de 
mais de 50 genes responsivos à hipóxia. Os complexos 
HIF1 e HIF2 são heterodímeros compostos por uma su- 
bunidade expressa constitutivamente, a HIF1-beta, e as 
subunidades HIF1-alfa ou HIF2-alfa, as quais são rapida- 
mente estabilizadas sob hipóxia e estresse oxidativo. A 
HIFI -alfa é a subunidade mais expressa, com efeitos me- 
tabólicos mais bem caracterizados. Mutações ou altera- 
ções metabólicas e epigenéticas que promovem a estabi- 
lização da HIF-alfa na presença de oxigênio fazem com 
que a proteína HIF permaneça ativa, alterando as carac- 
terísticas metabólicas da célula sob normoxia, o que pode 
ter efeito tumorigênico.!*!-!* 

A condição de estresse oxidativo promove a ativação 
da resposta ao estresse. O fator de transcrição Nrf2 é ati- 
vado por ERO e induz a expressão de genes que estão sob 
controle do elemento de resposta a antioxidantes (ERA), 
como glutationa-S-transferase, gama-glutamilcisteina 
sintetase, glutationa redutase, glutationa peroxidase, pe- 
roxirredoxina, tiorredoxina, tiorredoxina redutase, cata- 
lase, SOD, sulfirredoxina e enzimas de biotransformação 
de fase II. Em ambiente redutor, o Nrf2 é mantido no ci- 
toplasma ligado à proteína inibidora KEAP1. Sob estresse 
oxidativo, a proteína KEAP1 é oxidada em um resíduo de 
cisteína e se dissocia do Nrf2, o qual é translocado para o 
núcleo e inicia a transcrição dos genes. O sistema antio- 
xidante, ao controlar a disponibilidade de ERO, contribui 
para a modulação das vias de sinalização redox, de modo 
que haja equilíbrio adequado para o ciclo normal das cé- 
lulas.'”° A indução de enzimas de biotransforação de fase 
II contribui para a quimioprevenção do câncer." 

Diversos estudos têm revelado que antioxidantes nu- 
tricionais podem modular vias de sinalização celular e 
expressão gênica. Nos Quadros 29.1 e 29.2 são apresenta- 
dos efeitos da vitamina C, vitamina E, polifenóis e caro- 
tenoides nas atividades das vias de sinalização redox e 
dos fatores de transcrição citados. 

É importante ressaltar também que muitas substân- 
cias antioxidantes apresentam a capacidade de alterar 


vias epigenéticas de controle da expressão gênica, modu- 
lando a atividade de histonas acetil transferases (HAT), de 
desacetilases de histonas (HDAC), de DNA metiltransfe- 
rases (DNMT) e a expressão de microRNA, tendo como 
resultado, por exemplo, efeitos antineoplásicos.!*4-18º 
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Os alimentos são fontes importantes de grande varie- 
dade de substâncias capazes de modular vias de sinaliza- 
ção redox em células e, consequentemente, a expressão 
de diversas proteínas envolvidas em processos inflamató- 
rios, resposta a estresse, proliferação, crescimento, dife- 
renciação e morte celular. Sabe-se atualmente que as 
substâncias conhecidas como antioxidantes (vitamina C, 
vitamina E, polifenóis, carotenoides) participam de rea- 
ções no organismo que vão além do importante papel de 
sequestro de ERO e ERN e proteção contra oxidação ex- 
cessiva de biomoléculas. O conhecimento dos mecanis- 
mos dessas reações, de possíveis interações com sistemas 
antioxidantes endógenos e dos fatores interferentes auxi- 
liar a intervir mais eficientemente no curso do envelhe- 
cimento e de diferentes doenças crônicas, eventos nos 
quais o estresse oxidativo está envolvido. Estudos epide- 
miológicos apontam, por exemplo, que uma alimentação 
rica em antioxidantes é capaz de reduzir o risco de doen- 
ças crônicas não transmissíveis em indivíduos com poli- 
morfismos em genes que codificam algumas enzimas 
antioxidantes. 

Muitos antioxidantes nutricionais podem interagir 
diretamente com proteínas em vias de sinalização na ex- 
pressão gênica, modificando o fenótipo celular. Apresen- 
tam também importante papel na quimioprevenção, 
uma vez que regulam positivamente o sistema antioxi- 
dante endógeno e de destoxificação de moléculas reativas 
(biotransformação de fase II). Podem, ainda, dependen- 
do de suas concentrações e das condições do microam- 
biente em que se encontram, atuar como pró-oxidantes. 

Um adequado equilíbrio entre os antioxidantes nu- 
tricionais no organismo é importante para a manutenção 
da saúde e frutas, legumes, verduras, especiarias, ervas, 
chás e vinho são as principais fontes dessas moléculas. 
Até o momento, grande parte dos estudos clínicos de in- 
tervenção com moléculas antioxidantes isoladas ou algu- 
mas associações falhou em alcançar os benefícios espera- 
dos com base nos estudos epidemiológicos que mostram 
relação inversa entre o consumo de alimentos e bebidas 
ricos em antioxidantes e a incidência de doenças crônicas 
não transmissíveis. A verificação de que os antioxidantes 
nutricionais atuam de forma complementar, coordenada 
e sinérgica entre si e com o sistema antioxidante endóge- 
no para manutenção do equilíbrio redox nas células aju- 


da a entender as contradições observadas nesses estudos 
e denota um complexo cenário a ser desvendado, visando 
à redução do risco e terapia de doenças. 
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Imprinting e programação metabólica 


INTRODUÇÃO 


Doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) rela- 
cionadas a alterações metabólicas, como obesidade, dia- 
bete tipo 2 e doenças cardiovasculares, constituem um 
grave problema de saúde pública, responsável pela maio- 
ria das mortes e alto impacto financeiro em todo o mun- 
do.' Em razão dos elevados esforços e gastos para defini- 
ção de tratamentos mais eficazes, torna-se necessário o 
estabelecimento de estratégias para a identificação de fa- 
tores de risco, com o objetivo de diminuir a incidência e 
o número de óbitos causados por essas doenças. 

No início da década de 1990, um estudo publicado 
por Hales e Barker? introduziu um conceito inovador 
que desafiava a visão corrente a respeito da etiologia das 
doenças metabólicas, e de acordo com o qual diferentes 
alterações associadas à síndrome metabólica teriam ori- 
gem já no início da vida, ainda no período intrauteri- 
no.” Mais especificamente, observou-se, em uma popu- 
lação de Hertfordshire (Reino Unido), relação entre o 
baixo peso ao nascer e maior suscetibilidade ao desenvol- 
vimento de síndrome metabólica na vida adulta, carac- 
terizada por hipertensão, concentrações plasmáticas ele- 
vadas de triacilgliceróis, resistência à ação da insulina, 
intolerância à glicose e diabete melito tipo 2 (DM2).º 

O período de desenvolvimento embrionário caracte- 
riza-se por grande plasticidade, o que o torna janela de 
sensibilidade especial em que o feto se encontra mais sus- 
cetível às alterações que ocorrem no ambiente intrauteri- 
no.” Nesse sentido, entre os diferentes fatores que afetam 
as condições do ambiente intrauterino, destaca-se a nu- 
trição materna, que é capaz de causar alterações perma- 
nentes na fisiologia e função dos tecidos do feto com 
consequências importantes à saúde na idade adulta.º Esse 
fenômeno é denominado programação metabólica.” 


Luiza Nicolisi Guido 
Francisco Bolafios-Jimenez 
Thomas Prates Ong 


Nesse contexto, dois períodos históricos são de extre- 
ma importância para entender os efeitos da nutrição ma- 
terna na programação metabólica. O primeiro deles ficou 
conhecido como o “inverno da fome” ou “fome holandesa”, 
que ocorreu entre novembro de 1944 e maio de 1945. Foi 
consequência de embargo de alimentos imposto pela Ale- 
manha a parte ocidental da Holanda." Durante esse tem- 
po de privação alimentar, muitas holandesas encontra- 
vam-se em diferentes períodos gestacionais. Seus filhos 
foram acompanhados nas décadas do pós-guerra e inte- 
gram coorte importante cujos dados mostram que, na ida- 
de adulta, apresentaram: maior risco de se tornarem obe- 
sos, concentrações plasmáticas de glicose mais elevadas, 
resistência à ação da insulina e maior suscetibilidade ao 
diabete tipo 2 e às doenças cardiovasculares. De forma in- 
teressante, a subnutrição materna nos primeiros meses de 
gestação foi relacionada às alterações no metabolismo de 
lipídios, enquanto a subnutrição nos últimos meses de ges- 
tação causou distúrbios no metabolismo da insulina e gli- 
cose.*"! Esses resultados indicam que o período gestacional 
no qual a mãe se encontrava quando exposta à subnutrição 
teve grande influência no fenótipo metabólico dos filhos. 

Outro período importante nesse contexto foi o “Cer- 
co a Leningrado”, que perdurou por um período mais lon- 
go que a fome holandesa, entre os anos de 1941 e 1944. 
Nessa época, a cidade Leningrado (atualmente São Peters- 
burgo, Rússia) foi cercada e isolada pelos alemães, e ali fi- 
caram aprisionadas aproximadamente três milhões de 
pessoas, das quais aproximadamente 800 mil morreram 
de fome.” Entretanto, nessa população, não se observou 
aumento de casos de síndrome metabólica em indivíduos 
expostos à privação alimentar intensa no período intrau- 
terino. Acredita-se que essa diferença se dê pelo fato de a 
população de Leningrado já apresentar um quadro de 
subnutrição quando o cerco foi estabelecido. Todavia, 
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esses dois períodos, quando comparados, reforçam a im- 
portância do momento de exposição à privação alimentar 
e as condições iniciais a que essas populações eram expos- 
tas na programação dos fenótipos na idade adulta.'""° 
Com base nos resultados desses estudos epidemioló- 
gicos, estabeleceu-se a hipótese do fenótipo econômico 
(the thrifty phenotype hypothesis), segundo a qual a sub- 
nutrição no período embrionário causaria adaptações 
no metabolismo do feto que permitiriam a sua sobrevi- 
vência em um ambiente de privação alimentar. No en- 
tanto, quando existe incompatibilidade de ambientes e 
esse indivíduo é exposto a condições adequadas ou de 
excesso de alimentos após o nascimento, essas adapta- 
ções falham, em razão da demanda metabólica excessiva, 
que pode levar ao desenvolvimento de obesidade, diabe- 
te tipo 2 ou doenças cardiovasculares na vida adulta.! 
Da mesma forma que a subnutrição materna, estudos 
recentes têm demonstrado que a obesidade materna e o 
diabete gestacional também são capazes de programar 
alterações associadas à síndrome metabólica nos descen- 
dentes, como maior adiposidade.” Além disso, estudos 
mais recentes apontam que a nutrição paterna também 
apresenta grandes impactos na vida de seus descenden- 
tes, sendo a programação que favorece o surgimento da 
síndrome metabólica um dos efeitos observados.'é 
Embora esses estudos epidemiológicos tenham sido de 
extrema importância na observação dos efeitos da nutrição 
parental na saúde de seus descendentes, várias questões 
ainda precisam ser elucidadas e incluem: como e quais ex- 
posições ambientais específicas têm a capacidade de alterar 
permanentemente a fisiologia e o metabolismo de um in- 
divíduo? Quais os mecanismos celulares e moleculares en- 
volvidos na programação metabólica? Além disso, como 
ocorre a transmissão dessas informações para a próxima 
geração? Recentemente, estudos epidemiológicos e clínicos, 
bem como em modelos experimentais com animais, possi- 
bilitaram elucidar parte dos mecanismos moleculares en- 
volvidos na programação de doenças metabólicas. De par- 
ticular interesse, destacam-se os mecanismos epigenéticos, 
responsáveis por controle da expressão gênica, proliferação 
e diferenciação celular, silenciamento do segundo cromos- 
somo X feminino e imprinting genômico, e que apresentam 
grande impacto no desenvolvimento embrionário.”!”!* 


EPIGENÉTICA E /MPRINTING 
Epigenética 


O termo epigenética refere-se a alterações que ocor- 
rem no DNA que não correspondem a variações na sua 
sequência original, mas que têm a capacidade de controlar 
a compactação da cromatina e a expressão gênica. Essas 


alterações são herdáveis, o que significa que elas permane- 
cem após os processos de mitose e meiose.” Mecanismos 
epigenéticos apresentam grande importância no desenvol- 
vimento embrionário, sendo essenciais para processos co- 
mo diferenciação e proliferação celular, silenciamento do 
cromossomo X e imprinting genômico. Dentre os meca- 
nismos epigenéticos conhecidos na literatura, destacam-se 
a metilação do DNA e as alterações pós-traducionais em 
histonas,”’ descritos em detalhes no Capítulo 5. 

A metilação do DNA refere-se à adição covalente de 
um grupamento metil (CH,) no carbono 5 de uma base 
citosina do DNA, que precede uma guanina, originando 
uma 5-metilcitosina. A metilação do DNA costuma ocor- 
rer em regiões ricas em dinucleotídeos CG, as chamadas 
“ilhas CpG”. Essas regiões normalmente se localizam na 
região promotora dos genes, a qual controla a ativação 
da transcrição.'* Dessa forma, uma região promotora do 
DNA hipermetilada corresponde ao silenciamento, en- 
quanto a hipometilada está relacionada à ativação gêni- 
ca. Aproximadamente 70% das ilhas CpG encontram-se 
metiladas, especialmente sequências repetitivas e retro- 
transposons (sequências de DNA que possuem a habili- 
dade de se mover de um lugar para outro do cromosso- 
mo).?! A metilação do DNA é induzida e mantida por 
meio da atividade das enzimas DNA metil transferases 
(DNMT). A DNMTI é a isoforma da enzima responsável 
pela manutenção do padrão de metilação do DNA entre 
os ciclos de replicação celular e garante que as células “fi- 
lhas” tenham o mesmo padrão de metilação das células 
que as originaram. A DNMT1o é expressa principalmen- 
te em oócitos e no embrião, está ausente em tecidos adul- 
tos e nos espermatozoides e apresenta grande importân- 
cia na manutenção do padrão de metilação de genes 
imprintados.” Já a DNMT1s está presente também nos 
oócitos, espermatozoides e em todos os tecidos adultos. 
As enzimas DNMT3a e DNMT3b estão relacionadas à 
metilação de novo. Sua expressão é ausente nos estágios 
de 2 a 8 das células no período embrionário, e é reestabe- 
lecida nos estágios de morula e gastrula.” 

Por ser uma molécula muito longa, o DNA encon- 
tra-se “empacotado” no núcleo das células, na forma de 
cromatina, a qual é composta de subunidades chamadas 
de nucleossomos, que correspondem ao DNA envolto ao 
redor de um octâmero de histonas. As alterações pós-tra- 
ducionais em histonas se referem a marcas adicionadas às 
caudas N-terminais dessas proteínas, que têm a capaci- 
dade de alterar estrutura e conformação da cromatina. 
Dentre as modificações mais conhecidas, destacam-se a 
metilação e a acetilação de resíduos de aminoácidos. A 
metilação das caudas N-terminais de histonas é mediada 
pela enzima histona metiltransferase (HMT), que adicio- 
na grupamentos metil a essas proteínas. O controle da 


acetilação de histonas é mediado pelas enzimas histona 
acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC), 
que adicionam e removem grupamentos acetil dessas pro- 
teínas, respectivamente. A ativação ou repressão transcri- 
cional dependerá da histona, do resíduo de aminoácido 
alterado e do tipo de modificação. 'º 

Sabe-se que pode haver interação entre a metilação 
do DNA e as alterações pós-traducionais em histonas na 
regulação da estrutura da cromatina. Nesse sentido, pro- 
teínas como a methyl Cpg binding protein 2 (MeCP-2) e as 
methyl CpG binding domain 1-3 (MBD 1-3) se ligam a 
sequências metiladas do DNA e são responsáveis por re- 
crutar enzimas modificadoras de histonas e outras pro- 
teínas, como as do complexo Polycomb, que induzem a 
compactação da cromatina (estado de heterocromatina) e 
o consequente silenciamento génico (Figura 30.1). 


Epigenética e sua importância no desenvolvimento: 
imprinting 


Os padrões de metilação do DNA e as modificações 
pós-traducionais em histonas de um indivíduo são esta- 
belecidos logo no início da vida, ainda no período em- 
brionário. Dentre os mecanismos controlados pela ma- 
quinaria epigenética, encontra-se o imprinting genômico, 
essencial para o desenvolvimento normal do feto. Nas 
células diploides, a maioria dos genes apresenta duas có- 
pias, sendo um alelo herdado da mãe e outro do pai. Nor- 
malmente, ambos se comportam da mesma forma, ativos 
ou silenciados. Entretanto, no caso dos genes imprinta- 
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dos, esses alelos se comportam de forma diferente: um 
alelo apresenta-se ativo e o outro, silenciado.” Uma das 
teorias criadas para explicar esse fenômeno, a “teoria do 
parentesco” sugere que exista um “conflito de interesses” 
entre o genoma paterno e o materno. Nesse sentido, os 
genes paternos promoveriam o crescimento do feto, ga- 
rantindo o máximo aproveitamento dos recursos ofere- 
cidos pela mãe, a fim de gerar descendentes com maiores 
chances de sobrevivência. Por outro lado, os genes ma- 
ternos desacelerariam esse processo para manter reser- 
vas energéticas durante a gestação e para garantir sua 
capacidade de conduzir próximas gestações. Outra teo- 
ria, a da “coadaptação”, aponta que os genomas paterno 
e materno trabalhariam em conjunto, a fim de balancear 
o crescimento adequado do feto e garantir o bem-estar 
materno.” 

Genes imprintados são classificados em três catego- 
rias: genes que controlam a alocação de recursos mater- 
nos ao feto; genes que regulam o metabolismo no perío- 
do pós-natal e genes que determinam, já no período fetal, 
o metabolismo de órgãos em desenvolvimento (como 
pâncreas, músculos, adipócitos e hipotálamo).?”? Esses 
genes são amplamente ativos no período embrionário e 
também desempenham papel relevante após o nasci- 
mento, essenciais para a sobrevivência de neonatos e re- 
lacionados à alimentação, à manutenção da temperatura 
corporal e ao metabolismo, assim como em relação ao 
comportamento pós-nascimento. Além disso, evidências 
sugerem que genes imprintados também estejam relacio- 
nados à manutenção e à renovação de células-tronco. 


Modificadores de DNA 


Complexo 
Polycomb 


Modificadores de histonas 


Figura 30.1 Representação de mecanismos epigenéticos envolvidos na conformação e na compactação da cromatina. A adição de grupamento 
metil CH, por meio das enzimas DNA metiltransferases (DNMT) na molécula de DNA está envolvida no silenciamento gênico e é responsável por 
recrutar proteínas que se ligam ao DNA metilado (MBD 1 e 3 e MecP-2) e proteínas como as do compexo Polycomb, responsáveis por alterações 
pós-traducionais de histonas relacionadas à compactação da cromatina e ao silenciamento gênico. A adição de grupamentos químicos como 
metil e acetil em histonas por meio das enzimas histona metiltransferases (HMT), histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC) 
também apresenta papel importante na conformação da cromatina. Ac: acetil; Me: metil. 
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Genes imprintados não ocorrem ao acaso no geno- 
ma e aproximadamente 80% deles se apresentam em 
conjuntos. Pelo menos 13 conjuntos já foram observados 
em oito cromossomos, contendo entre 2 e 15 genes. Su- 
gere-se que seu controle ocorra no âmbito de cromosso- 
mo/conjunto e não no de gene isolado.” Esses conjuntos 
apresentam uma região de controle de imprinting (ICR, 
imprinting control region) com elemento atuante em cis. 
A deleção de uma ICR implicaria a perda de imprinting, 
acarretando expressão ou silenciamento bialélico de to- 
dos os genes de um conjunto. Esses elementos são carac- 
terizados por apresentar diferentes padrões de marcas 
epigenéticas (metilação de DNA e modificações em his- 
tonas), que regulam a expressão gênica.” 

Logo após a identificação dos primeiros genes im- 
printados, observou-se que os alelos parentais em loci 
imprintados apresentavam padrões diferentes de metila- 
ção de DNA, regiões que são denominadas “diferencial- 
mente metiladas” (DMR, differentially methylated re- 
gions), caracterizadas pela metilação de apenas um alelo 
parental.” A metilação das ICR no genoma materno 
ocorre, principalmente, em promotores de genes, en- 
quanto a metilação das ICR no genoma paterno ocorre 
em regiões intergênicas (Figura 30.2). Contudo, ainda é 
desconhecido como essa diferença de localização de me- 
tilação dos genomas materno e paterno é determinada 
pelo organismo.” 

Mecanismos epigenéticos podem regular a magnitu- 
de do imprinting gênico por atender a quatro critérios 


essenciais: as marcas presentes no alelo devem ser capazes 
de influenciar a transcrição gênica; devem ser herdáveis, 
de forma que essas informações sejam totalmente propa- 
gadas para as células filhas durante a divisão celular; a 
marca deve ser adicionada ao alelo em um momento em 
que os genomas materno/paterno encontram-se em com- 
partimentos diferentes, ou seja, durante a gametogênese 
ou logo após a fertilização; e essas marcas devem ser re- 
versíveis, de modo que haja um mecanismo que as apague 
durante a formação das células germinativas primordiais 
do feto.” 

Em mamíferos, logo após a fertilização, o zigoto passa 
por um processo de reprogramação do seu epigenoma. O 
genoma paterno é parcialmente desmetilado poucas ho- 
ras após a fertilização por meio de desmetilação ativa, pe- 
la atividade da enzima Tet3, que elimina grupos CH, da 
5-metil-citosina. Esse evento é seguido de uma desmetila- 
ção mais lenta do genoma materno, durante as etapas 
subsequentes de divisão mitótica.*>! Acredita-se que esse 
processo ocorra pela perda de atividade da enzima 
DNMTI, responsável pela metilação de manutenção no 
DNA. Dessa forma, após as primeiras divisões celulares, o 
padrão de metilação materno do DNA é perdido. O obje- 
tivo desse processo é a formação de células pluripotentes 
no feto, nas quais todos os genes são potencialmente pas- 
síveis de sofrer ativação transcricional. Simultaneamente a 
esse evento, ocorrem remodelação da cromatina e altera- 
ções dinâmicas nas marcas em histonas.” Entre a forma- 
ção e a implementação do blastocisto da gástrula, o geno- 
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Figura 30.2 Representação esquemática das regiões diferentemente metiladas (DMR) nas regiões de controle de imprinting (ICR) nos genomas 
materno e paterno. Em genes imprintados, a hipermetilação da região promotora dos genes maternos (A) leva ao silenciamento desse alelo, en- 
quanto no genoma paterno (B) a metilação das ICR ocorre nas regiões intergênicas. A hipermetilação do DNA está relacionada ao silenciamento 
do alelo imprintado, enquanto a hipometilação é responsável pela ativação da transcrição gênica. Fonte: adaptada de Ferguson-Smith.”’ 


ma do embrião passa por um processo de metilação de 
novo, quando novos padrões epigenéticos são estabeleci- 
dos. Nessa etapa, as enzimas DNMT3a e 3b apresentam 
atividade aumentada.” 

Mesmo sendo submetidos a ondas de desmetilação 
global e a metilação de novo, os genes imprintados são, de 
alguma forma, resistentes a esse processo em células so- 
máticas, mantendo o seu padrão de marcas epigenéticas 
(Figura 30.3). 


ava OO LR >. 


Fertilização Estágio Estágio Estágio Estágio Mórula Blastocisto 
de de de de (8-16 (16-32 
Tcélula 2 células 4células 8células células) células) 
l 


Metilação 
Fertilização 


Desenvolvimento embrionário 


Figura 30.3 Representação da reprogramação epigenética durante o 
desenvolvimento embrionário. Logo após a fertilização, o genoma pa- 
terno (curva cinza-claro) sofre desmetilação ativa, seguida de desme- 
tilação passiva do genoma materno (curva cinza-escuro). A partir do 
estágio de mórula (8-16 células), os padrões de metilação de DNA são 
reestabelecidos no embrião. Nesse processo, os genes imprintados não 
são afetados (curva preta). Fonte: adaptada de Weaver e Bartolomei.* 


Entretanto, nas células germinativas primordiais mas- 
culinas e femininas, formadas no período embrionário, 
as marcas epigenéticas em genes imprintados são apaga- 
das, por meio da perda de metilação das ICR,” garantin- 
do que um cromossomo paterno não apresente padrão 
de metilação materno e que um cromossomo materno 
não apresente padrão de imprinting paterno. As células 
germinativas produzidas subsequentemente adquirem 
um novo padrão epigenético, enquanto migram para a 
gônada em formação. Essa reprogramação inclui o esta- 
belecimento de metilação de DNA gênero-específica nas 
ICR. No gênero masculino, essa reprogramação epige- 
nética ocorre durante o desenvolvimento fetal, enquanto 
no gênero feminino esse processo ocorre após o nasci- 
mento, durante a fase de desenvolvimento do oócito (Fi- 
gura 30.4). 

A metilação de novo que ocorre nas DMR das células 
germinativas tem como alvo loci imprintados específicos 
e em diferentes regiões nos gêneros masculino e femini- 
no. Para isso, esse processo deve ocorrer em locais corre- 
tos. A enzima DNMT3L atua como um cofator que esti- 
mula a metilação de novo pela DMNT3a e 3b e é essencial 
para a metilação em genes imprintados nos gametas.” O 
estabelecimento do imprinting genético não acontece de 
forma aleatória, mas em regiões específicas do genoma, 


Imprinting e programação metabólica 


com destaque para genes que codificam as proteínas 
Zfp57 e PGC7/Stella, que seriam responsáveis por sinali- 
zar as regiões corretas de imprinting. Além disso, elas 
apresentam atividade importante na proteção do geno- 
ma contra as ondas de desmetilação e na manutenção do 
imprinting materno e paterno. 
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Figura 30.4 Representação da reprogramação epigenética em genes 
imprintados que ocorre nas células germinativas primordiais (CGP) 
até o desenvolvimento das células germinativas maduras. A repro- 
gramação do epigenoma nos espermatozoides ocorre no período em- 
brionário (curva preta), enquanto no oócito ocorre após o nascimento 
até a formação do oócito maduro (curva cinza). Fonte: adaptada de 
Weaver e Bartolomei.®® 


Defeitos nos mecanismos de imprinting e suas 
implicações 


Como todo processo biológico, o estabelecimento, a 
reprogramação e a manutenção do imprinting podem 
apresentar certa taxa de erro, a qual pode acarretar um 
cromossomo paterno carregando um imprinting mater- 
no ou um cromossomo materno carregando um im- 
printing paterno. Não se sabe ao certo se esse tipo de erro 
pode ser reparado após a fertilização e, dessa forma, erros 
de imprinting permanecerão em todas as células somáti- 
cas derivadas de células com defeitos no imprinting genô- 
mico. Esses defeitos podem causar a ativação de um alelo 
que deveria estar silenciado ou o silenciamento de um 
alelo que deveria estar ativo. Assim, ocorre expressão ou 
silenciamento bialélico do gene em questão.” 

Visto que os genes imprintados apresentam papel es- 
sencial no crescimento e que sua expressão é de extrema 
importância, defeitos nesse mecanismo podem levar ao 
desenvolvimento de síndromes como as de Prader-Willi, 
Angelman, Beckwith-Wiedemann e Silver-Russell.*° Além 
disso, considerando que genes imprintados têm papel rele- 
vante no desenvolvimento do organismo, evidências re- 
centes apontam que mecanismos defeituosos de imprin- 
ting no início da vida podem estar relacionados ao 
desenvolvimento de DCNT na vida adulta, como síndro- 
me metabólica, diabete tipo 2, doenças cardiovasculares, 
distúrbios psiquiátricos e câncer (Figura 30.5). 
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Figura 30.5 Representação esquemática da influência do ambiente nos 
mecanismos de imprinting. Fatores ambientais, como exposição a po- 
luentes e toxinas, infecções, estilo de vida e nutrição, podem interferir 
em mecanismos epigenéticos responsáveis pelo imprinting genômico, 
tanto nas células germinativas quanto no desenvolvimento embrioná- 
rio. Fonte: adaptada de Lambertini; Horsthemke 2404 


Os defeitos de imprinting ocorrem como resultado de 
mutações epigenéticas e se referem a padrões anormais de 
metilação de DNA e de modificações em histonas. A mu- 
tação epigenética primária refere-se a alterações que ocor- 
rem na ausência de mutações no DNA, enquanto as se- 
cundárias são consequências diretas de mutações no 
DNA.” Evidências recentes apontam que a maioria dos 
defeitos em imprinting é causada por mutações epigenéti- 
cas primárias, enquanto as secundárias são mais raras. Por 
exemplo, apenas 10% dos pacientes com síndrome de Pra- 
der—Willi ou de Angelman apresentam mutações epigené- 
ticas secundárias. Além disso, o imprinting genômico é li- 
do por meio de proteínas, como a proteína MeCP2, que se 
liga ao DNA e à cromatina e está envolvida no silencia- 
mento ou na ativação de um alelo. Mutações que afetam a 
atividade dessas proteínas podem resultar em alteração da 
expressão gênica, mesmo que os padrões de imprinting te- 
nham sido bem estabelecidos e mantidos, também contri- 
buindo para o desenvolvimento de doenças. 


Mecanismos que modulam eventos epigenéticos, 
incluindo imprinting 


O imprinting genômico é um processo complexo li- 
gado aos mecanismos epigenéticos que respondem a es- 
tímulos ambientais de diversas origens e podem ser con- 
siderados biomarcadores de detecção de alterações no 
desenvolvimento embrionário.” Esse conceito foi refor- 
çado por estudos epidemiológicos e moleculares que ava- 
liaram como a nutrição e o estresse psicossocial materno, 
durante a gestação em períodos de guerra, afetam o pa- 
drão de imprinting no embrião. A privação alimentar du- 
rante o período fetal vivenciada na fome holandesa, por 
exemplo, foi correlacionada com alterações no padrão de 
metilação de genes imprintados na progênie, como INS, 
IGF2, GNASAS e MEG3. Essas alterações ainda podiam 


ser rastreadas após 60 anos do ocorrido.” Nesse contexto, 
as influências ambientais relacionadas à nutrição parental 
no período de fome estariam mais ligadas à disfunção de 
imprinting relacionadas ao metabolismo na progênie, en- 
quanto o impacto psicossocial sofrido nesse período teria 
relação com os distúrbios neurológicos e comportamen- 
tais nos descendentes.” Além de privação alimentar e es- 
tresse psicossocial, outros estímulos ambientais também 
podem estar envolvidos na desregulação de mecanismos de 
imprinting, como obesidade, infecções e exposição a con- 
centrações elevadas de glicocorticoides e toxinas.” 

A programação de doenças na vida adulta pode estar 
relacionada às alterações no desenvolvimento ideal do 
embrião. Evidências recentes apontam que o desenvolvi- 
mento de condições clínicas e DCNT — como obesidade, 
diabete tipo 2, distúrbios psiquiátricos e câncer — estaria 
relacionado à desregulação nos mecanismos de imprin- 
ting. Essa desregulação pode causar alterações perma- 
nentes na estrutura e na fisiologia dos órgãos do feto, 
como alteração na atividade de enzimas e vias metabóli- 
cas e em vias do metabolismo, no número de néfrons ou 
de cardiomiócitos ou na velocidade de proliferação celu- 
lar, com maior risco de transformação maligna. A janela 
de exposição na qual ocorre a alteração é de extrema im- 
portância para determinar os efeitos na progênie, uma 
vez que órgãos e sistemas distintos se diferenciam em 
etapas determinadas do desenvolvimento embrionário. 

Durante o desenvolvimento embrionário, o indivíduo 
apresenta maior plasticidade fenotípica, que se caracteriza 
pela capacidade de um mesmo genótipo dar origem a dife- 
rentes fenótipos (estruturas, estado fisiológico e comporta- 
mental), dependendo dos estímulos que ocorrem no am- 
biente de exposição. Nesse caso, as alterações que ocorrem 
no ambiente intrauterino têm a capacidade de alterar os 
processos biológicos e fisiológicos no feto, que podem se 
perpetuar na vida adulta. A janela de exposição na qual 
ocorre “insultos” é de extrema importância para determinar 
os efeitos na progênie, uma vez que órgãos e sistemas distin- 
tos se diferenciam em etapas determinadas do desenvolvi- 
mento embrionário. Do ponto de vista epigenético, é du- 
rante essa etapa que o epigenoma encontra-se mais “plástico” 
e suscetível a “insultos” promovidos por ambiente adverso. 
Em ratos, por exemplo, a privação de nutrientes no início do 
desenvolvimento embrionário resulta em efeitos perma- 
nentes no crescimento desses animais, enquanto a privação 
alimentar mais tardia ocasiona efeitos passageiros.” 


Imprinting e programação de doenças metabólicas e 
cardiovasculares 


Evidências recentes apontam genes imprintados co- 
mo reguladores essenciais do metabolismo de mamíferos 
desde a infância até a vida adulta. Padrões anormais de 


expressão de genes imprintados maternos ou paternos 
podem afetar o peso corporal e o metabolismo em adul- 
tos, atuando em múltiplos tecidos e vias metabólicas. Co- 
mo resultado, o indivíduo pode desenvolver obesidade e 
diabete tipo 2, mesmo na ausência de hiperfagia. 


No estudo epidemiológico Newborn Epigenetics Study 
(Nest), observou-se que crianças com sobrepeso ou obe- 
sidade apresentaram, em relação a crianças não obesas, 
hipermetilação nas DMR do gene imprintado H19, loca- 
lizada em uma ICR do gene IGF2. A maior diferença foi 
observada entre indivíduos que não foram amamentados 
após o nascimento, em relação aos que foram amamenta- 
dos. A hipermetilação do H19 levou à desregulação do 
IGF2, resultando em expressão bialélica, quando esse gene 
deve ser de expressão monoalélica paterna, aumentando 
assim as concentrações circulantes da proteína IGF2.*° 
Maiores concentrações dessa proteína têm sido relaciona- 
das ao maior risco de obesidade em adultos.“ O mesmo 
padrão de metilação foi observado entre obesos e não 
obesos sobreviventes da fome holandesa e de seus descen- 
dentes do mesmo gênero” e em gambianos concebidos 
nas épocas de chuva em relação aos concebidos na época 
de seca.” 

Em camundongos, a perda da expressão do gene 
Gnas em função de distúrbios no mecanismo de imprint- 
ing do alelo materno também pode levar ao desenvolvi- 
mento de obesidade e a sintomas de diabete tipo 2, como 
hiperglicemia, intolerância à glicose, hiperinsulinemia e 
resistência à ação da insulina. Os mecanismos envolvidos 
no desenvolvimento de obesidade nesse caso estão rela- 
cionados a defeitos na sinalização do receptor de mela- 
nocortina 4 (MC4R), o qual regula a atividade do sistema 
nervoso simpático (SNS), o metabolismo de glicose e a 
sensibilidade à insulina.” Nesses animais, a obesidade 
foi desenvolvida como consequência da redução do gasto 
de energia resultante da alteração na atividade do SNS, e 
não em decorrência do aumento da ingestão energética.” 

Ainda em camundongos, a perda da expressão do ge- 
ne imprintado Peg3, expresso paternalmente, também es- 
tá relacionada com a diminuição do gasto energético, 
enquanto a perda da expressão de Ndn e DIk1 e a supe- 
rexpressão de Pegl estão relacionadas à obesidade por 
alterações no mecanismo de adipogênese, levando à hi- 
perplasia do tecido adiposo branco. A perda de ex- 
pressão do gene imprintado Magel2, expresso pelo alelo 
paterno, também está envolvida no maior risco de desen- 
volvimento de diabete em razão da menor sensibilidade à 
insulina e do metabolismo prejudicado da leptina, hor- 
mônio que regula os mecanismos de fome e apetite.» 
Além disso, a perda de expressão do gene imprintado 
Igf2, especificamente no cérebro, leva os indivíduos a de- 
senvolverem hipofagia, embora esses indivíduos apresen- 
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tem aumento na deposição de gordura e maior suscetibi- 
lidade à obesidade, sugerindo que o efeito seja maior no 
metabolismo e não na ingestão energética.” O aumento 
na expressão do gene maternalmente imprintado Grb10 
está relacionado à diminuição do peso ao nascer e a sin- 
tomas como intolerância à glicose e resistência à insulina 
na vida adulta,” assim como o aumento na expressão do 
gene DIk1 paterno. 

As doenças cardiovasculares também podem ser pro- 
gramadas no início da vida, por meio de distúrbios em 
mecanismos de imprinting ocasionados pela exposição do 
feto a um ambiente intrauterino adverso.“ Esses distúr- 
bios podem promover alterações no desenvolvimento e 
na fisiologia do coração, com alteração no número de car- 
diomiócitos responsáveis pela contração muscular espon- 
tânea do órgão pelo espessamento da aorta e, por essa ra- 
zão, considerado marcador de doença cardiovascular” ou 
vascularização inapropriada. As primeiras observações 
surgiram de autópsias de fetos que apresentavam má-for- 
mação ou mau funcionamento do coração e cujas mães 
eram tabagistas ou apresentavam hipercolesterolemia.” 

Nesse sentido, alterações nos mecanismos de im- 
printing dos genes IGF1 e IGF2 têm sido relacionadas ao 
aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de doen- 
ças cardiovasculares. Evidências apontam que o IGFI 
apresenta efeitos importantes na estrutura e no funcio- 
namento do coração. A perda de expressão desse gene 
está relacionada à maior prevalência de doença isquêmi- 
ca do coração e à maior mortalidade.“ Por outro lado, 
a expressão bialélica de IGF2 apresentou efeito na estru- 
tura do coração, como cardiomegalia, ventrículo esquer- 
do aumentado, bradicardia e hipotensão.” ZAC] é um 
gene imprintado de expressão paterna e que recentemen- 
te foi associado ao desenvolvimento estrutural do cora- 
ção. ZACI é responsável pela ativação de promotores de 
genes como MEF2C, GATA4 e SRF, que apresentam pa- 
péis essenciais no coração em desenvolvimento. Além 
disso, animais que têm o gene Zac! silenciado apresen- 
tam aumento significativo de células em apoptose no co- 
ração.” Em estudo que avaliou o padrão de metilação em 
indivíduos com aterosclerose, observou-se maior dife- 
rença de metilação em uma ilha CpG localizada na ICR 
do gene H19, além de alteração no padrão de metilação 
em dez genes não imprintados.” Além disso, em adultos, 
a alteração no padrão de metilação de genes como INS e 
GNASAS está relacionada à maior probabilidade de in- 
farto do miocárdio.”? 


Imprinting e programação do câncer 


Visto que os genes imprintados apresentam papel es- 
sencial no desenvolvimento normal do organismo, alte- 
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rações nos mecanismos de imprinting no início da vida 
têm sido relacionadas à maior suscetibilidade ao câncer 
na vida adulta. Essas observações são reforçadas pela pre- 
sença de desregulação do imprinting no gene IGF2 em 
pacientes com tumor de Wilms, um nefroblastoma que 
acomete somente crianças.* 

Em humanos, a expressão anormal de genes imprin- 
tados costuma estar ligada à perda de imprinting e já foi 
observada em diversos tipos de câncer, mesmo na ausên- 
cia de síndrome resultante de distúrbios de imprinting. O 
aumento na expressão de IGF1 e IGF2 é observado em 
diversas neoplasias, como as cerebrais, mamárias, gas- 
trintestinais, pancreáticas e de ovário.” O aumento na 
expressão desses genes ocorre principalmente por meio 
da expressão bialélica, pela hipometilação de sua DMR e 
consequente perda de imprinting. Para alguns tipos de 
câncer, a perda de imprinting em IGFI e IGF2 pode estar 
relacionada a um estágio específico da carcinogênese. 
Além disso, um aumento no número de lesões pré-neo- 
plásicas de cólon está ligado ao aumento das concentra- 
ções circulantes da proteína IGF1, relacionada à transfor- 
mação maligna das células e carcinogénese.™ 

Mesmo que a perda de imprinting no gene IGF2 seja 
a mais frequentemente observada em casos de câncer, a 
expressão anormal de aproximadamente 30 genes im- 
printados já foi relatada, dentre os quais o PLAGI, silen- 
ciado por perda de imprinting em câncer de ovário; o 
PEG10, com expressão aumentada em hepatocarcinoma; 
o MEST, que apresenta perda de imprinting nos cânceres 
de pulmão, cólon e mama; e o DLKI, que apresenta alte- 
rações em marcas epigenéticas em diversos tipos de tu- 
mores humanos.” 

No estudo Nest, avaliou-se de que forma a obesidade 
preconcepcional, tanto da mãe como do pai, estaria rela- 
cionada ao padrão de metilação das DMR do gene IGF2 na 
progênie. Nesse estudo, os descendentes de pais obesos 
apresentaram hipometilação em três ilhas CpG na DMR 
do gene IGF2, relacionada à maior suscetibilidade ao de- 
senvolvimento de câncer na infância, como tumor de Wilms, 
e na idade adulta, como câncer de cólon e ovário.” Ne- 
nhum efeito foi observado em relação à metilação nas 
DMR do IGF2 de descendentes de mães obesas. Por outro 
lado, não houve diferença no padrão de metilação das 
DMR do gene imprintado H19 nos descendentes de pais 
obesos em relação aos descendentes de pais não obesos, 
enquanto houve hipermetilação de quatro ilhas CpG na 
DMR do gene H19 nos descendentes de mães obesas.” 

Para entender melhor seu papel no câncer, é impor- 
tante observar o padrão de expressão de genes imprinta- 
dos em células-tronco, diferenciadas e neoplásicas, assim 
como as janelas no desenvolvimento relacionadas ao es- 
tabelecimento, à manutenção e à reprogramação do im- 


printing. Assim como qualquer alteração em mecanismos 
epigenéticos, as modificações em mecanismos de im- 
printing devem ser avaliadas em relação aos efeitos na 
expressão gênica e o resultado que isso apresenta na pro- 
gressão da doença. 


PROGRAMAÇÃO DE DOENÇAS CRÔNICAS NÃO 
TRANSMISSÍVEIS: OUTROS MECANISMOS 
EPIGENETICOS 


Embora o mecanismo de imprinting genético seja im- 
portante no contexto de programação de DCNT, vale res- 
saltar que outros mecanismos estão relacionados a esse 
processo e vêm sendo amplamente estudados e destaca- 
dos na literatura. Nesse sentido, a desregulação de meca- 
nismos epigenéticos, como metilação de DNA e alterações 
pós-traducionais em histonas, ocasionadas por influén- 
cias ambientais, podem afetar a expressão de genes não 
imprintados, que são de extrema importância para o de- 
senvolvimento normal do organismo e que estão relacio- 
nados ao desenvolvimento de DCNT na idade adulta.” 

Estudos epidemiológicos e em modelos experimen- 
tais com animais têm demonstrado a importância da 
nutrição materna e paterna no contexto de programação 
metabólica. Sendo assim, o hábito nutricional materno/ 
paterno tem influência no padrão de expressão gênica de 
seus descendentes, com impacto na sua saúde. Por exem- 
plo, em um estudo com ratos realizado por Borengasser 
et al., observou-se que a obesidade materna provocou 
em seus descendentes machos alterações na diferencia- 
ção do tecido adiposo branco e alterou o padrão de me- 
tilação global de DNA, ocasionando aumento na ex- 
pressão de proteínas presentes em vias lipogênicas. 
Além disso, os descendentes apresentaram aumento na 
expressão do transportador de glicose 4 (GLUT4) e maior 
fosforilação de AKT, além de maior expressão de regula- 
dores adipogênicos, como PPAR-gama, CCAAT, C/ 
EBP-alfa e C/EBP-beta.*” Outro estudo em modelo ani- 
mal avaliou os níveis de expressão de Zpf423 em descen- 
dentes de mães obesas ou não. O Zpf423 é um fator de 
transcrição importante para células adipogênicas e que 
apresenta região promotora rica em ilhas CpG. Nesse 
caso, observou-se hipometilação na região promotora 
desse gene e maiores níveis de expressão de seu RNAm 
em animais cujas mães eram obesas, comparados com o 
grupo controle. Além disso, foi observada diminuição 
de marcas repressivas de histonas, como H3K27me3, e 
menor expressão de EZH2. Análises sobre perda ou ga- 
nho de função demonstraram que a Zpf423 está relacio- 
nada à regulação e à diferenciação da adipogênese no 
início da vida e à programação de adiposidade e disfun- 
ção metabólica na vida adulta.” 


Em análise epigenética de amostras de cordão umbi- 
lical de neonatos cujas progenitoras apresentavam diabete 
gestacional, observou-se redução dos níveis de metilação 
do gene imprintado MEST e do não imprintado NRC31, 
quando comparados com grupo controle. A hipometila- 
ção observada nesses genes estaria relacionada à maior 
predisposição para o desenvolvimento de obesidade na 
vida adulta desses descendentes. 

Em estudo realizado com primatas não humanos, 
observou-se redução da expressão de 55 microRNA e au- 
mento da expressão de outros 25 em descendentes cujas 
mães foram expostas à dieta hiperlipídica e com alta con- 
centração de frutose no período gestacional. MicroRNA 
são pequenos fragmentos de RNA não codificantes, que 
apresentam de 20 a 22 nucleotídeos e que têm a capaci- 
dade de controlar a expressão gênica por silenciar ou de- 
gradar RNAm. Dentre os microRNA com expressão alte- 
rada nesse estudo, 14 parecem estar relacionados com 
doenças cardiovasculares em humanos. Dos parâmetros 
mais afetados pela obesidade materna, destacaram-se o 
crescimento, a proliferação e a morte celular, os quais po- 
deriam interferir no desenvolvimento do coração logo no 
início da vida e aumentar a suscetibilidade às doenças 
cardiovasculares na vida adulta.” 

Em estudo realizado no Brasil, observou-se uma di- 
minuição na incidência do câncer de mama quimicamen- 
te induzido em ratas que foram expostas à ração hiperli- 
pídica à base de banha de porco no período gestacional. 
Essa alteração de suscetibilidade foi acompanhada de di- 
minuição na expressão de Ki67, um marcador de prolife- 
ração celular, e da ativação do NF-kB, fator de transcri- 
ção relacionado com a ativação da resposta inflamatória. 
Também houve aumento na expressão de p21 e dos ní- 
veis globais de H3K9me3 nas glândulas mamárias de ra- 
tas expostas à ração hiperlipídica no período intrauteri- 
no, além de menor razão entre Rank/Rankl e Bcl-2/Bax.™ 

Embora a influência do ambiente materno na saúde e 
na programação de doenças nos descendentes seja mais 
bem descrita na literatura, estudos recentes têm mostrado 
que os hábitos alimentares paternos apresentam impor- 
tante papel na reprogramação do epigenoma de sua pro- 
gênie. Nesse sentido, observou-se que a ingestão de ração 
hiperlipídica por ratos machos causou disfunção de célu- 
las beta-pancreáticas em seus descendentes, com menor 
secreção de insulina, mesmo na ausência de diabete. Esses 
efeitos foram acompanhados de alteração na expressão de 
642 genes nas ilhas pancreáticas desses animais. Dos genes 
alterados, o que apresentou maior alteração foi o Il13ra2, 
relacionado ao câncer pancreático.” Posteriormente, o 
mesmo grupo de pesquisadores observou que a ingestão 
de ração hiperlipídica por ratos machos causou a alteração 
na expressão de 5.108 genes no tecido adiposo retroperito- 
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neal em seus descendentes. Esses genes pertencem a cinco 
vias principais relacionadas ao câncer: resposta mitocon- 
drial e celular ao estresse, sinalização de telomerase, morte 
e sobrevivência celular, ciclo celular e crescimento e proli- 
feração celular. Em comparação com o estudo anterior, 
foram observados 411 genes alterados tanto nas ilhas pan- 
creáticas como no tecido adiposo, entre eles o Myc, um 
oncogene superexpresso em tecidos tumorais. Nesse caso, 
a ingestão de ração hiperlipídica por ratos machos levou 
ao envelhecimento precoce e a alterações degenerativas 
crônicas tanto no pâncreas como no tecido adiposo de 
suas filhas. 

A ingestão de uma ração hipoproteica por ratos ma- 
chos induz em seus descendentes a alteração na expres- 
são de genes relacionados à biossíntese de colesterol e ao 
metabolismo de lipídios, como PPAR-alfa, SREBP, 
KLF15 e ZFP90. Além disso, também foi observado au- 
mento na expressão de genes relacionados à proliferação 
celular e à replicação de DNA, como o hormônio de 
crescimento (GH) e IGF1, o que caracteriza um estado 
hiperproliferativo em animais cujos pais foram expostos 
à ração hipoproteica. Observou-se, ainda, aumento na 
expressão de microRNA, como miR21 e miR199, rela- 
cionados à hepatocarcinogênese, e diminuição na ex- 
pressão de miR210.º 


PROGRAMAÇÃO METABÓLICA CEREBRAL 


O cérebro está localizado no centro da regulação do 
metabolismo energético, graças à sua capacidade de mo- 
dular a ingestão de alimentos, as preferências alimentares 
e o modo como nutrientes serão absorvidos e metaboli- 
zados por órgãos periféricos. No cérebro, a maioria, se 
não a totalidade, dessas atividades regulatórias é exercida 
direta ou indiretamente pelo hipotálamo. Essa estrutura 
cerebral, localizada acima da hipófise, é composta de 
uma dúzia de núcleos relativamente bem definidos, cujas 
funções fisiológicas foram caracterizadas graças a estu- 
dos fisiológicos e genéticos. Assim, demonstrou-se que o 
núcleo supraquiasmático (SCh) está envolvido na regula- 
ção do ritmo circadiano e que o núcleo paraventricular 
(PVN) modula a secreção hormonal da hipófise, enquan- 
to os núcleos arqueado (ARC), dorsomedial (DMN), ven- 
tromedial (VNM) e a área lateral do hipotálamo (LHA) 
estão envolvidos na regulação da ingestão de alimentos. 

Dados da literatura mostram que o ambiente nutri- 
cional no período perinatal do desenvolvimento tem con- 
sequências duradouras sobre a função das redes neurais 
que regulam a ingestão de alimentos, de modo que a in- 
gestão de alimentos, o equilíbrio energético e, finalmente, 
o peso corporal são modificados ao longo da vida. De- 
monstrou-se, assim, que filhotes nascidos de ratas ali- 
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mentadas com 50% da ração ingerida pelo grupo contro- 
le durante a gravidez e lactação apresentaram diminuição 
significativa no número de fibras a beta-endorfina no 
PVN.” Por outro lado, ratos com apenas 20 dias nascidos 
de mães submetidas a uma ração hipoproteica apresenta- 
ram aumento da densidade neuronal presente no VMN e 
no PVN.“ No entanto, os efeitos da subnutrição perinatal 
no número ou na densidade das células e fibras neuronais 
são mais complexos porque esses animais também têm 
redução do número de neurônios NPY no ARC. 

Outros autores demonstraram efeitos da restrição da 
ingestão alimentar materna na dessensibilização do efei- 
to estimulatório de leptina e da insulina sobre a prolife- 
ração e a diferenciação neuronal na prole.” Por outro la- 
do, em filhotes nascidos de mães alimentadas com ração 
hiperlipídica, a proliferação, a diferenciação e a migração 
celular no hipotálamo encontraram-se aumentadas.” 

O excesso de alimentação neonatal induzido pela re- 
dução do número de filhotes por ninhada durante a lac- 
tação provoca alterações estruturais no ARC e PVN, re- 
sultando em hiperfagia, hiperinsulinemia e obesidade.» 
É interessante notar que todas essas alterações ocorrem 
na ausência de uma alteração significativa da massa cere- 
bral. Isso é explicado porque, como órgão privilegiado, o 
tamanho do cérebro é pouco afetado pela subnutrição 
perinatal.” No entanto, dado o papel fundamental do hi- 
potálamo na regulação do metabolismo e do comporta- 
mento alimentar, alterações, mesmo que sutis, na sua es- 
trutura podem ter impacto deletério na homeostase de 
energia, levando ao desenvolvimento de obesidade. Ra- 
tos alimentados com ração pobre em proteínas durante a 
gestação parecem desenvolver preferência por alimentos 
ricos em lipídios, e esses efeitos são mais evidenciados na 
prole feminina.” 


Mecanismos moleculares da 
programação metabólica cerebral 


Alterações na expressão dos genes 


Durante a gestação, a expressão temporária de genes 
em várias regiões do embrião é altamente controlada 
para garantir a sobrevivência e o desenvolvimento do 
indivíduo. Em um ambiente nutricionalmente restrito, a 
consequente redução da ingestão de energia ocasiona al- 
terações na expressão gênica com o intuito de manter a 
viabilidade do feto. Essas mudanças adaptativas em ór- 
gãos chave do metabolismo na programação metabólica 
foram documentadas em vários modelos animais, in- 
cluindo roedores. 

No hipotálamo, a subnutrição perinatal resultou em 
alteração na expressão de vários genes, evento descrito 


por vários grupos de pesquisa. Por exemplo, machos 
adultos nascidos de mães submetidas a restrição nutri- 
cional grave (70%) durante a gestação apresentam redu- 
ção de expressão do receptor de leptina (Ob —Rb) asso- 
ciada com aumento na expressão do receptor de insulina 
(Ir). Ademais, usando modelo de programação meta- 
bólica baseada na restrição na ingestão de proteínas du- 
rante a gestação e lactação, contata-se aumento na ex- 
pressão dos genes que codificam neuropeptídeos 
orexígenos Npy e Agrp, bem como diminuição na ex- 
pressão do gene que codifica o neuropeptídeo anorexíge- 
no Pomc. Essas mudanças também estiveram associadas 
com aumento na massa de gordura visceral.” De manei- 
ra interessante, em ratos jovens (21-35 dias de vida), a 
expressão circadiana do perfil desses neuropeptídeos en- 
controu-se alterada.” Além disso, por meio da análise 
transcriptômica, foi identificada a desregulação da ex- 
pressão de vários membros da família de receptores nu- 
cleares, bem como do corregulador da transcrição 
(PGC-lalfa) em ratos subnutridos com oito meses.” 
Uma vez que todos esses genes estão envolvidos na detec- 
ção e na utilização de lipídios como fonte de energia, essa 
observação sugere a existência de mecanismos de detec- 
ção e programação central do metabolismo lipídico por 
subnutrição perinatal. De acordo com essa ideia, outros 
autores relataram que a insuficiência uteroplacentária, 
induzida pela ligadura das artérias uterinas no 19º dia de 
gestação, resulta em aumento na expressão de CPTI e 
ACC, duas enzimas essenciais do metabolismo lipídico, 
especialmente no hipotálamo de recém-nascidos.!” 

De forma geral, a análise dos efeitos metabólicos de 
programação na função cerebral mostra que a subnutri- 
ção perinatal induz aumento da ingestão de alimentos. A 
hiperfagia induzida por subnutrição perinatal é de curta 
duração. Após dois meses de idade, os animais subnutri- 
dos consomem a mesma quantidade de ração por dia que 
animais do grupo controle. No entanto, eles acabam de- 
senvolvendo, aos 7 meses de idade, alterações corporais e 
metabólicas características da síndrome metabólica, em- 
bora tenham ingerido a mesma quantidade diária de ra- 
ção desde os 2 meses de idade, comparados aos contro- 
les.” Essas observações indicam que a subnutrição 
perinatal programa o desenvolvimento de distúrbios me- 
tabólicos por meio de um mecanismo independente de 
seus efeitos sobre a ingestão de alimentos. 


Mudanças epigenéticas 


A possibilidade de que eventos epigenéticos possam 
constituir a base molecular da programação metabólica 
no hipotálamo tem sido motivo de pesquisa. Assim, Pla- 
gemman et al.'°'' mostraram que ratos submetidos a 


alimentação excessiva, por meio da redução da ninhada 
durante o período de lactação, apresentam aumento no 
nível de metilação na região promotora dos genes POMC 
e IR, associados à redução do nível de metilação da região 
promotora do gene NPY. Desse modo, o estresse nutricio- 
nal durante o desenvolvimento pode induzir alterações 
epigenéticas no hipotálamo. No entanto, o número de es- 
tudos para determinar o impacto da programação nutri- 
cional sobre o perfil epigenético do hipotálamo é ainda 
limitado, de forma que ainda não é possível estabelecer 
relação causa-efeito entre essas alterações epigenéticas e 
muitas alterações na expressão dos genes descritos nessa 
região do cérebro e entre essas alterações epigenéticas e 
alterações na ingestão de alimentos descritos nos animais 
subnutridos. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A área de pesquisa em nutrição materna e programa- 
ção metabólica traz novas perspectivas para o estabeleci- 
mento de estratégias de redução do risco de DCNT, as 
quais deveriam ser iniciadas antes mesmo do nascimen- 
to. Nesse contexto, a ênfase deve ser direcionada para a 
elucidação de quais componentes da alimentação mater- 
na são capazes de programar o fenótipo de seus descen- 
dentes e por meio de quais mecanismos. Eventos epige- 
néticos, incluindo mas não limitados aos de imprinting, 
configuram-se como bastante promissores. Além disso, o 
melhor entendimento de em quais fases do desenvolvi- 
mento o epigenoma é especialmente suscetível à desregu- 
lação induzida pelo ambiente constitui área promissora 
de investigação. Por fim, o impacto das experiências pa- 
ternas, incluindo a nutrição, na programação metabólica 
representa campo ainda pouco explorado e que deverá 
trazer luz a questões como herança epigenética e saúde 
da descendência. 
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Nutrigenômica e exercício físico 


INTRODUÇÃO 


O desempenho físico resulta de complexas interações 
que envolvem fatores fisiológicos, bioquímicos, psicológi- 
cos, entre outros. Pesquisas realizadas nos últimos anos 
têm aumentado o conhecimento a respeito da resposta do 
organismo perante o treinamento físico nos âmbitos celu- 
lar, subcelular e molecular. Evidências científicas demons- 
tram que a resposta ao treinamento físico pode ser in- 
fluenciada pelo padrão de variações genéticas individuais. 
Nesse sentido, o principal desafio é determinar como as 
variações genéticas e a interação entre os genes e fatores 
ambientais — por exemplo, hábitos alimentares — podem 
influenciar respostas observadas no que se refere às altera- 
ções fisiológicas induzidas pelo treinamento físico.! Nesse 
contexto, alguns fatores devem ser considerados: 


E A resposta ao treinamento é altamente heterogênea 
e pode ser influenciada por múltiplos componentes, in- 
cluindo fatores genéticos. 

E Diversos genes influenciam o desempenho e a res- 
posta mediante o treinamento físico. 

E O aumento ou a redução da expressão de diferen- 
tes genes induzidos pelo exercício físico agudo promo- 
vem alterações no metabolismo pós-exercício. 

m A influência das variações genéticas sobre o de- 
sempenho pode ser dependente do contexto em que se 
insere o treinamento físico. Por exemplo, a predisposição 
genética para a hipertrofia muscular pode ser apenas evi- 
dente após determinado tipo de treinamento de força, 
cuja magnitude do ganho de massa muscular é também 
dependente da alimentação (Figura 31.1). 


Aliado a esses fatos, destaca-se o fato de as adaptações 
fisiológicas induzidas pelo treinamento físico serem de- 
pendentes, em parte, da alimentação. A interação entre 
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genes, nutrição e exercício físico é altamente complexa 
(Figura 31.2). Estudos que visam determinar a ingestão 
adequada de macronutrientes em atletas raramente aten- 
tam-se aos aspectos da nutrigenômica e da nutrigenética, 
cuja abordagem poderia ampliar os efeitos fisiológicos 
induzidos pelo treinamento físico. 
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Figura 31.1 Efeitos agudos e crônicos do treinamento de força no or- 
ganismo. AA: aminoácidos; hGH: hormônio do crescimento; IGF-1: fa- 
tor de crescimento semelhante à insulina 1. Fonte: adaptada de Volek.? 
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Figura 31.2 Inter-relação entre nutrição, genes e exercício físico. 
Fonte: adaptada de Heck et al. 
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EXERCÍCIO FÍSICO 


A manutenção da aptidão aeróbia e da força muscular 
esquelética por meio do treinamento físico pode prevenir 
e reduzir o risco de surgimento de doenças metabólicas. 
Esses benefícios são intercedidos, em parte, pelo grande 
remodelamento metabólico e molecular do músculo es- 
quelético em resposta ao exercício físico. A prática de 
exercício físico de resistência (aeróbio) e de força gera di- 
ferentes respostas fisiológicas, que são mediadas por uma 
complexa interação de diversas vias de sinalização, regula- 
doras da transcrição gênica e da tradução de proteínas. 

O comportamento sedentário é um conhecido, mas 
modificável, fator de risco que contribui para o surgi- 
mento de doenças relacionadas ao estilo de vida e res- 
ponsáveis por muitas causas de “mortes evitáveis”! Em 
todo o mundo, cerca de um em cada três adultos e quatro 
em cada cinco adolescentes não alcançam a quantidade 
recomendada e a intensidade adequada de exercício físi- 
co diários.” As recomendações atuais em saúde pública 
reconhecem o exercício físico regular e a atividade física 
como marcos na prevenção e na redução do risco de di- 
versas doenças crônicas, como hipertensão, doença car- 
díaca coronariana, obesidade, diabete melito tipo 2 (DM2) 
e perda de massa muscular relacionada ao envelhecimen- 
to (sarcopenia).°” 

Os benefícios atribuídos à prática de exercício físico 
são amplamente reconhecidos, à medida que evidências 
demonstram que o treinamento físico de curto prazo po- 
de reverter parcialmente a progressão de doenças meta- 
bólicas; enquanto intervenções no estilo de vida que 
também incorporam o aumento da atividade física per- 
manecem na linha de frente como ações preventivas con- 
tra doenças metabólicas.” Além disso, o exercício físico 
regular combinado com a intervenção nutricional é mais 
bem-sucedido quando comparado com a intervenção far- 
macológica no tratamento e na prevenção de DM2’ e sar- 
copenia.'° Embora os benefícios advindos das adaptações 
ao exercício físico regular sejam amplamente conhecidos, 
as descobertas relacionadas aos efeitos moleculares são 
recentes e contemplam vias de sinalização que regulam e 
coordenam as respostas adaptativas ao exercício físico. 


EFEITO DO EXERCÍCIO FÍSICO SOBRE O 
METABOLISMO DOS CARBOIDRATOS 


Os carboidratos são os substratos primeiramente 
utilizados na contração muscular durante o exercício fi- 
sico de alta intensidade." Em tecidos de origem animal, 
são armazenados na forma de glicogênio. O fígado apre- 
senta as maiores concentrações de glicogênio, mas, em 
virtude de sua massa, o músculo esquelético representa 


as maiores reservas de glicogênio. O tamanho das reser- 
vas de glicogênio hepático e muscular é influenciado pela 
interação entre a prática de exercício físico e a ingestão de 
carboidratos.'*! 

Durante o exercício físico, o glicogênio muscular e o 
hepático são mobilizados, sendo a utilização do glicogê- 
nio no músculo e o aumento da captação de glicose de- 
pendentes do aumento da intensidade do exercício físico.” 
Em exercício físico de intensidade superior a 50 a 60% do 
consumo máximo de oxigênio (VO máx), o glicogênio 
muscular é o principal substrato para o metabolismo oxi- 
dativo."-!'* Quando a duração do exercício físico é prolon- 
gada, as concentrações de glicogênio hepático e muscular 
diminuem e são acompanhadas do aumento da captação 
de glicose, até que esta se torne limitada pela significativa 
redução de glicemia. A baixa disponibilidade de glicogê- 
nio intramuscular e a hipoglicemia estão associadas com 
o desenvolvimento de fadiga durante os exercícios físicos 
prolongados extenuantes.! 

Além disso, reconheceu-se que a intensidade e a dura- 
ção do exercício físico são os principais determinantes da 
captação de glicose muscular (Figura 31.3) e que a glicose 
circulante poderia ser responsável por até 40% do meta- 
bolismo oxidativo durante o exercício físico quando este é 
prolongado e o glicogênio muscular está depletado.'*!º 
Por fim, a identificação do transportador de glicose 4 
(GLUT4), que é regulado pela insulina e pela contração 
muscular"?! abriu caminho para compreender melhor as 
bases moleculares do transporte de glicose no sarcolema e 
a captação de glicose muscular durante o exercício. 


GENES, EXERCÍCIO E SUAS ADAPTAÇÕES NO 
MUSCULO ESQUELETICO 


Para melhor compreensão da relação existente entre 
genes, alterações no tecido muscular esquelético e bene- 
fícios do exercício físico à saúde, é importante definir os 
tipos de exercício físico a que o tecido muscular humano 
é sensivelmente responsivo. Em termos gerais, podem ser 
considerados três cenários distintos: 


m A contração muscular repetitiva, que remodela o 
tecido, considerada fenômeno de resistência. 

m A contração muscular reduzida pelo comporta- 
mento sedentário, resultando na perda combinada da 
resistência muscular e área de seção transversa. 

E À contração muscular intensa, realizada com pou- 
ca frequência, para estimular a hipertrofia muscular. 


Além desses cenários serem opostos, as adaptações 
moleculares no músculo esquelético, a partir dos estimu- 
los alcançáveis por meio do treinamento de força e de 
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Figura 31.3 Modelo de ativação da via Ca/CaM a partir de exercício de resistência de baixa intensidade e seus efeitos sobre a capacidade oxi- 
dativa do músculo esquelético. Ca*: cálcio; CaM: calmodulina; CAMKII: proteína quinase dependente de calmodulina do tipo II; CREB: proteína de 
ligação ao elemento de resposta do AMPc; GLUTA: transportador de glicose do tipo 4; HDAC5: histona desacetilase; MAPKp38: proteína quinase 
ativada por mitógeno p38; MEF2: fator potencializador de miócito 2; NFAT: fator nuclear de ativação de células T, NRF1: fator respiratório nuclear 
1; PGC-1alfa: coativador 1 alfa do receptor ativado por proliferação do peroxissoma; TFAM: fator de transcrição mitocondrial A. Fonte: adaptada 


de Egan e Zierath.” 


resistência, se sobrepõem ao estilo de vida sedentário, 
apesar de sua alta prevalência. Assim, os sinais molecula- 
res e a expressão de genes reguladores são suscetíveis de 
ser, em certa medida, comuns a todas as formas de exer- 
cício voluntário. Por outro lado, os processos de regula- 
ção que ocorrem no músculo durante períodos de seden- 
tarismo foram explorados apenas nas últimas décadas,” 
em nível de detalhe comparável com as intervenções de 
exercício. As evidências são de que as respostas molecula- 
res dentro do músculo esquelético no sedentarismo não 
são necessariamente uma simples condição “oposta” à 
observada com o aumento da atividade muscular.” 

A capacidade aeróbia é um dos preditores mais po- 
derosos de todas as causas de mortalidade e é compreen- 
dida pela capacidade de resistência do músculo esquelé- 
tico e do sistema cardiovascular. * A ideia de que o 
fenótipo do músculo esquelético pode ter impacto sobre 
a aptidão metabólica está bem estabelecida,” pois a per- 
da de peso e a sensibilidade à insulina foram correlacio- 
nadas com maior capacidade oxidativa do músculo es- 
quelético.”” O que não está claro é precisamente o quanto 
do fenótipo do músculo esquelético é determinado por 
fatores ambientais, como a atividade física, e quanto é ge- 
neticamente predeterminado. 


Evidências indicam que variações no gene do subs- 
trato do receptor de insulina (IR$1) estão associadas com 
o DM? e a resistência à insulina,”! principalmente quan- 
do essa variação ocorre no músculo esquelético. Esse te- 
cido é o maior órgão-alvo da insulina no corpo e, em in- 
divíduos saudáveis, o local de maior utilização de glicose 
após uma refeição. Essas evidências destacam a existência 
de aumento de “risco” genético, que é impulsionado 
principalmente quando essa variação genética é avaliada 
no músculo esquelético, em vez de, por exemplo, em re- 
lação à resistência à insulina hepática. É oportuno consi- 
derar que os efeitos do treinamento físico não se limitam 
ao músculo esquelético, mas também a outros órgãos 
críticos para a aptidão cardiovascular e metabólica, como 
o pancreas.” 

Outra consideração importante é que o tipo de trei- 
namento de resistência é considerado estímulo impor- 
tante para as mudanças cardiovasculares e metabólicas. 
Além disso, é importante relatar que esse tipo de treina- 
mento, quando realizado em alta intensidade, pode pro- 
porcionar alterações moleculares mais profundas, em 
comparação ao treinamento de resistência de menor 
intensidade,” o que, entretanto, não é verdadeiro para 
todos os tipos de treinamento de resistência,” especial- 
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mente quando o volume de treinamento é também ele- 
vado.** 

Ensaios clínicos e randomizados controlados com 
exercício (volume versus intensidade) têm demonstrado 
o que é necessário para reduzir os fatores de risco para 
DM2. Por exemplo, as intervenções de estilo de vida (in- 
cluindo a atividade física), sem dúvida, previnem ou re- 
tardam o desenvolvimento de DM2 em indivíduos com 
intolerância à glicose.” Isso pode ser explicado por 
eventos moleculares; no entanto, a redução dos fatores de 
risco para essa doença tem ainda de ser claramente tra- 
duzida para reduções na ocorrência de doenças cardio- 
vasculares,” o que deve ser considerado importante 
quando se leva em conta a relação entre genes, mecanis- 
mos moleculares e redução do risco de doenças. 

Desse modo, as melhorias do potencial aeróbio, jun- 
tamente com a maior capacidade de transporte da glicose 
no músculo em exercícios de intensidade muito alta, in- 
dicam que existe relação entre a duração e a frequência 
da contração muscular e as respostas moleculares verifi- 
cadas no músculo esquelético humano. Destaca-se tam- 
bém o volume de treinamento e a amplitude de mudan- 
ças nos sinais moleculares, que devem influenciar, de 
alguma forma, a atividade muscular e traduzir em res- 
postas moleculares relativamente comuns, como o au- 
mento da expressão de GLUT, o aumento da capacidade 
mitocondrial e a melhoria na função vascular.” 

Diante desse contexto, os treinamentos de resistência 
e de força são comumente utilizados como estratégia pa- 
ra melhorar a saúde cardiovascular“ e ambos os tipos de 
exercício físico podem favorecer mudanças fisiológicas 
que se sobrepõem.“ Além disso, pode-se determinar que 
eles ativam vias moleculares semelhantes relacionadas ao 
músculo esquelético em indivíduos com o mesmo perfil 
fisiológico. Esse aspecto é muito importante à medida 
que possamos entender como o tipo de exercício físico 
interage com o perfil genético para reduzir, de forma oti- 
mizada, a morbidade e a mortalidade. 


Adaptações musculares ao treinamento de resistência: 
efeito dos genes reguladores 


O cálcio é responsável por regular a sinalização da cal- 
cineurina no músculo esquelético, sendo esse o mecanis- 
mo mais promissor da conexão entre ativação muscular e 
adaptação advindas do treinamento de resistência.*** Es- 
sa resposta é reflexo da conexão entre estímulos nervosos 
crônicos, fluxo crônico em canais de cálcio e remodelação 
do tipo de fibra muscular esquelético para um fenótipo 
oxidativo.“ Além disso, compreende-se que a ativação da 
calcineurina fosfatase intercedida pelo cálcio tem ligações 


diretas com o remodelamento do tecido muscular,“ bem 
como na promoção da hipertrofia de miócitos.' 

O primeiro gene candidato — que não só promove a 
expressão das isoformas lentas de cadeia pesada de miosi- 
na“ como também ativa a biogênese mitocondrial, via 
proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina 
(CaMK) — é o coativador 1 alfa do receptor ativado por 
proliferador do peroxissoma (PGCI A) no músculo esque- 
lético.” O PGC-1 alfa apresenta potencial para integrar os 
estímulos do treinamento de força e resistência, ajudando 
a explicar alguns dos benefícios sobrepostos de ambos os 
tipos de exercício. Curiosamente, existem algumas evidên- 
cias de que a deleção do par base-5 (51/5D) na região pro- 
motora do gene da calcineurina faça que os indivíduos 
sejam muito mais sensíveis aos estímulos de hipertrofia 
cardíaca, o que resulta em quadro de hipertensão.“ 

Um dos fenótipos musculares observados com a ati- 
vação da calcineurina é uma pequena conversão de fibras 
de contração rápida para fibras de contração lenta, po- 
dendo esse processo ser revertido pela administração de 
ciclosporina. Essa mudança nas proteínas (actina e 
miosina) diretamente envolvidas no processo contrátil é 
raramente encontrada em seres humanos,” enquanto as 
adaptações metabólicas que a acompanham representam 
a característica mais comum de remodelação do múscu- 
lo, que é em direção ao maior potencial oxidativo, au- 
mento do número e densidade mitocondrial e pela maior 
sensibilidade à insulina.” A calsarcina-2 tem sido identi- 
ficada como regulador negativo da sinalização da calci- 
neurina exclusivamente em fibras de contração rápida do 
músculo esquelético; sua ausência resulta na conversão 
para fibras oxidativas de contração lenta.” 

Outras evidências experimentais também são encon- 
tradas para outro mecanismo importante no fenótipo 
muscular, que é o tamponamento do cálcio. A superex- 
pressão da proteína parvalbumina que tampona o cálcio 
nas fibras lentas, por exemplo, em sóleo, resultou na re- 
dução da atividade de enzima mitocondrial (succinato 
desidrogenase) e na mudança de propriedade contrátil, 
sem qualquer alteração significativa na expressão da 
miosina de cadeia pesada.” Essa observação sugere que 
existe resposta graduada de cálcio como mediador de si- 
nalização da remodelação do músculo esquelético, em 
que fenótipos metabólicos e de resistência à fadiga não 
necessitam da substituição completa das isoformas de 
miosina, o que é consistente com as alterações observa- 
das nos seres humanos submetidos a treinamento de re- 
sistência. 

A avaliação das famílias CaMK (proteína quinase de- 
pendente de calmodulina) no músculo esquelético hu- 
mano indica que CaMKII e CaMK quinase,? em vez de 
CaMKIV,* podem ser responsáveis por detectar os sinais 


de remodelamento muscular a partir da realização de 
exercícios de resistência. A CaMKII é rapidamente fosfo- 
rilada durante exercícios de resistência e sua atividade 
permanece ativada durante 90 minutos de exercícios de 
resistência em humanos. Em contraste, a expressão de 
CaMKIV não pode ser detectada no músculo esquelético 
humano.” Embora tenha sido observado que a CaMKII 
esteja majoritariamente localizada na fração citosólica, 
evidências destacam que ela possa regular a expressão do 
fator de resposta ao soro (SRF) e do fator potencializador 
de miócito 2 (MEF2)> e, portanto, plausivelmente regu- 
lar, em longo prazo, os aspectos relacionados ao fenótipo 
muscular. 

Ligações entre mudanças na expressão gênica muscu- 
lar e na CaMKII em resposta ao exercício são apoiadas 
pelas observações de McGee et al., em estudo que rela- 
cionou modificações em histonas (alterações epigenéti- 
cas) que ocorrem durante o exercício físico aeróbio e si- 
nalização de CaMKII. A acetilação das histonas resulta na 
abertura da cromatina, o que facilita a expressão de genes. 
Desse modo, demonstrou-se que a atividade da histona 
desacetilase (HDACS) é reduzida no músculo esquelético 
humano após a realização de exercício físico e que as his- 
tonas se encontram significativamente acetiladas.*” 

A HDAC5 é exportada para o núcleo e, posterior- 
mente, é alvo da degradação no proteossoma, de tal forma 
que o HDAC classe II tem sido sugerido como um candi- 
dato para facilitar a resposta transcricional a partir do 
efeito do exercício de resistência agudo no músculo es- 
quelético.” A CaMKII é considerada um potente regula- 
dor da fosforilação e, portanto, da distribuição de HDAC5 
dentro da célula, o que sugere a existência de maior ati- 
vação da CaMKII muscular pelo exercício de resistência.” 
Permanece a ser determinado se esses mecanismos são 
responsáveis por todas as alterações em longo prazo” no 
transcriptoma do músculo esquelético pelo treinamento 
de resistência. Alguns dos reguladores mais estudados do 
fenótipo do músculo esquelético são o PGC-lalfa” e a 
proteína quinase ativada pelo AMP (AMPK).º A ativação 
tanto da AMPK quanto do PGC-lalfa ocorre em resposta 
ao treinamento de resistência”! e ao exercício intervalado 
de alta intensidade;?2 ambos estimulam a biogénese mito- 
condrial e a resistência aeróbica. Além disso, a ativação de 
PGC-lalfa ocorre, em parte, por meio da proteína quinase 
ativada por mitógeno p38 (MAPK), que é também ati- 
vada pelo exercício.“ 

Foi inicialmente demonstrado que a superexpressão 
de PGC-lalfa poderia elevar a expressão de fibras de 
contração lenta.” Em combinação com seu papel na de- 
terminação da capacidade oxidativa no tecido adiposo 
marrom e na conexão entre adipócitos marrons e mióci- 
tos, o PGC-lalfa tem sido amplamente estudado por 
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seu potencial de influenciar a ação da insulina no mús- 
culo esquelético e o desempenho muscular.“ Por exem- 
plo, roedores knockout para o gene Pgcla no músculo 
esquelético apresentaram perda de fibras do tipo I (con- 
tração lenta) e perda da capacidade de executar o exerci- 
cio.” Esse mesmo modelo demonstrou prejuízo na ho- 
meostase glicêmica, apesar de manter a sensibilidade à 
insulina. Há pouco mais de uma década, pensava-se que 
ocorria redução na regulação do PGC-lalfa especifica- 
mente no músculo esquelético de pacientes diabéticos 
tipo 2,$ e isso poderia ocorrer em razão do sedentaris- 
mo; no entanto, destaca-se que essa hipótese não é re- 
produzivel.” Além disso, em humanos, quando o 
PGC-lalfa é superexpresso no músculo esquelético, a 
densidade mitocondrial é aumentada cerca de 10 vezes 
com o treinamento de resistência.” 

Desse modo, os benefícios resultantes da ativação de 
PGC-lalfa durante exercícios de resistência em seres hu- 
manos ainda precisam ser determinados. Além disso, ain- 
da não está claro se o PGC-lalfa está envolvido na regula- 
ção de expressão de genes no músculo de indivíduos que 
praticam exercício de resistência.*>”! Em modelo de roe- 
dores, existe forte indicativo de que o músculo esquelético 
pode responder ao treinamento de resistência, sendo 
esse fenômeno capaz de regular positivamente compo- 
nentes do proteoma mitocondrial.” Também é interes- 
sante salientar que os estudos com PGC-lalfa destacam 
sua grande capacidade de regulação do metabolismo oxi- 
dativo quando existe aumento em sua expressão; entretan- 
to, quando o PGC -lalfa é removido, suas ações podem ser 
compensadas por fatores ainda não totalmente identifica- 
dos. Acredita-se que fatores mitocondriais adicionais, co- 
mo fatores de transcrição mitocondrial A (TFAM), B1 
(TEBIM) e B2 (TFB2M), também sejam regulados no 
músculo esquelético humano após 10 dias de treinamento 
de resistência,” enquanto a proteína TFAM é regulada, 
em grande parte, com 4 semanas de treinamento de resis- 
tência, resultando em aumento significativo na quantidade 
de proteinas.°’”* Entretanto, não está claro se qualquer um 
desses fatores limita ou determina a magnitude das altera- 
ções mitocondriais com o treinamento de resistência. 
Ademais, a capacidade oxidativa mitocondrial ultrapassa 
a taxa metabólica do músculo esquelético, pois durante o 
estado de repouso ainda existe gasto energético significa- 
tivo,” e o impacto das alterações na capacidade mitocon- 
drial máxima para a saúde metabólica ainda não está bem 
esclarecido. 


Efeitos do exercício de resistência sobre a AMPK 


Outro alvo de grande interesse para a melhoria da ca- 
pacidade oxidativa por exercícios aeróbios é a AMPK, que 
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tem sido postulada como um sensor energético essencial 
durante o exercício físico. A ativação dessa proteína é de- 
corrente das alterações na concentração de monofosfato 
de adenosina (AMP) e é capaz de ativar eventos transcri- 
cionais que ocorrem após o exercício físico (Figura 31.4). 
No músculo esquelético humano, apenas três complexos 
foram detectados: alfa2beta2gamal (65% do conjunto to- 
tal), alfa2beta2gama3 (20%) e alfalbeta2gamal (15%).”° 
Uma mutação (R225W) que ocorre no gene que codi- 
fica a subunidade PRKAG3 AMPKgama3 foi relatada em 
seres humanos,” causando aumento da deposição de gli- 
cogênio no músculo esquelético. Estudos recentes revela- 
ram também que cada combinação de heterotrímero exibe 
perfil distinto de ativação em resposta ao exercício físico 
no músculo esquelético humano, com complexos conten- 
do gama3 (alfa2beta2gama3 heterotrímero, compreen- 
dendo 20% do pool total de AMPK) predominantemente 
ativados? e heterotrimeros alfa2beta2gamal e alfalbeta- 
2gamal (compreendendo 80% do pool total de AMPK) 
inalterados ou ativados somente após o exercício prolon- 
gado.” Além disso, a especificidade que os complexos con- 
tendo alfa? têm de se translocar para o núcleo, em resposta 
à contração do músculo, expande as respostas decorrentes 
da ativação da AMPK em efeitos transcricionais no mús- 


culo esquelético exercitado.” Durante o exercício físico, os 
complexos contendo alfal são ativados quando compara- 
dos com complexos contendo alfa2. Recentemente, pes- 
quisadores demonstraram funções distintas de heterotrí- 
meros específicos da AMPK, ao evidenciarem diferentes 
sítios de fosforilação no músculo humano exercitado.*º 
Um dos principais efeitos catabólicos do exercício fi- 
sico é a oxidação de ácidos graxos. Os resultados experi- 
mentais com modelos animais têm fornecido evidências 
convincentes para o papel importante da AMPK na regu- 
lação do metabolismo de ácidos graxos no músculo es- 
quelético. Tem-se demonstrado que a ativação da AMPK 
induzida por contração e por medicamentos estimula a 
oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético." ®* 
Verificou-se, recentemente, em camundongos knock- 
-in (ACC2) que a AMPK estimula a oxidação de ácidos 
graxos no músculo esquelético, por meio de fosforilação e 
de redução da atividade da acetil-coenzima A carboxilase 2 
(ACC2), enzima que catalisa a carboxilação da acetil-CoA 
para malonil-CoA, um intermediário metabólico envolvi- 
do na regulação da oxidação de ácidos graxos.” Contudo, 
existem controvérsias sobre o papel da AMPK na regula- 
ção da oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético, 
em razão da dissociação entre sua ativação, a fosforilação 
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Figura 31.4 Representação esquemática das adaptações metabólicas a partir de exercícios de resistência de alta intensidade envolvendo a pro- 
teína quinase ativada pelo AMPK. ACC2: isoforma mitocondrial da acetil-CoA caboxilase; ADP: difosfato de adenosina; AMP: monofosfato de 
adenosina; AMPK: proteína quinase ativada pelo AMP; ATP: trifosfato de adenosina; CD36: receptor scavenger da classe B; Fox03: subclasse 3 do 
fator de transcrição da forquilha; GLUT4: transportador de glicose do tipo 4; HDAC5: histona desacetilase 5; P: fosforilação; PGC-1alfa: coativador 
1 alfa do receptor ativado por proliferação do peroxissoma; SIRT1: sirtuína 1; TBC1D1: isoforma da AS160. TBC1D4: membro 1 da família de domínio 


TBC1; Thr171: resíduo 171 de treonina. Fonte: adaptada de Mounier et al. 


da ACC e a concentração de malonil-CoA redutase duran- 
te o exercício prolongado em seres humanos,” indicando 
que a oxidação de lipídios muscular não seria completa- 
mente dependente da via AMPK/ACC. Estudos com ani- 
mais transgênicos, com atividade de AMPK comprometi- 
da no músculo esquelético, levaram à conclusão de que 
essa quinase não está diretamente envolvida na regulação 
da oxidação de ácidos graxos durante o exercício," mas 
que a fosforilação da ACC no músculo desses animais pode 
contribuir para adaptações metabólicas a partir de eventos 
contráteis; assim, a contribuição da via AMPK/ACC não 
pode ser desconsiderada. Dessa forma, mais estudos envol- 
vendo o uso de modelos mecanicistas são necessários para 
compreender plenamente a contribuição da AMPK mus- 
cular na oxidação de ácidos graxos durante o exercício. 
Outro mecanismo para melhorar a utilização de áci- 
dos graxos envolve a translocação do transportador de 
ácidos graxos FAT/CD36 (fatty acid translocase/cluster of 
differentiation 36) para a membrana plasmática, para re- 
gular a incorporação de ácidos graxos nas células muscu- 
lares. Embora estudos anteriores indiquem que a AMPK 
não seja essencial na regulação da translocação do FAT/ 
CD36 e na captação de ácidos graxos durante a contração 
muscular,» demonstrou-se que camundongos defi- 
cientes em AMPKalfalalfa2 muscular têm prejuízo na 
utilização de ácidos graxos durante o exercício.” 
Durante o exercício, a contração do músculo esque- 
lético aumenta a captação de glicose de forma dependen- 
te da intensidade para sustentar a demanda energética 
causada pelo turnover de trifosfato de adenosina (ATP). 
Esse aumento na captação de glicose pelo músculo es- 
quelético é impulsionado pelo aumento do fluxo sanguí- 
neo, bem como da translocação do GLUT4 para a mem- 
brana plasmática. Os mecanismos conhecidos apontam 
que a contração do músculo esquelético é estímulo mais 
potente na captação de glicose pelo músculo esquelético 
em comparação à insulina e que os mecanismos molecu- 
lares que regulam o transporte de glicose via insulina e 
exercício são distintos.” No entanto, descobertas recentes 
têm mostrado uma convergência desses sinais via subs- 
trato da AKT de peso molecular 160 kDa (subunidades 
TBCIDI e TBC1D4), que vêm ganhando destaque, por 
serem consideradas essenciais na captação de glicose tan- 
to pelo estímulo da insulina quanto da contração no 
músculo esquelético.” Também é importante observar 
que, ao contrário da captação de glicose dependente da 
insulina, a captação de glicose mediada pela AMPK não é 
prejudicada no diabete tipo 2 durante o exercício físico.” 
A AMPK tem se destacado por ser considerada um 
elemento fundamental nos efeitos do treinamento físico, 
principalmente pela sua capacidade de regular a transcri- 
ção do GLUT4 e de genes envolvidos na biogênese mito- 
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condrial.” O aumento na expressão do GLUTA4 é depen- 
dente da fosforilação da AMPK e da transcrição da 
HDACS, seguida do exercicio.'® O controle transcricional 
da biogênese mitocondrial é mediado pela regulação do 
PGC -lalfa, tanto no DNA nuclear quanto no mitocon- 
drial. A ativação da AMPK favorece a estimulação do 
PGC-lalfa por fosforilação direta,” mas também envolve 
sua desacetilação por meio da sirtuína 1 (SIRT1), favore- 
cendo o desencadeamento de adaptações do músculo es- 
quelético induzidas pelo exercício físico.'? 


Efeito do exercício de resistência sobre o perfil 
de citocinas 


A contração do músculo tem emergido como um im- 
portante ativador da síntese e da secreção de citocinas e de 
outros peptídeos, conhecidos como miocinas, que pode 
exercer efeitos autócrinos, parácrinos ou endócrinos. Es- 
sas miocinas têm sido consideradas mediadoras das adap- 
tações do organismo ante o exercício físico e exerceriam 
efeitos na regulação do metabolismo e da sinalização no 
músculo esquelético, bem como em órgãos distantes do 
seu local de produção. A interleucina 6 (IL-6) é reconhe- 
cida como a primeira miocina, contribuindo para a adap- 
tação metabólica muscular e para os efeitos benéficos do 
exercício físico. Cabe destacar que várias evidências sur- 
giram demonstrando que a IL-6 estimula o transporte de 
ácidos graxos e a oxidação de glicose no músculo esquelé- 
tico de maneira dependente da AMPK.” 

Outras miocinas, como IL-8 e IL-15, destacaram-se 
por aumentar o transporte de glicose por meio do au- 
mento da fosforilação da AMPK.’ Semelhantemente, a 
irisina, uma miocina recém-descoberta, é capaz de favo- 
recer o “escurecimento” (browning) de adipócitos a partir 
de estímulos advindos do exercício. Além disso, essa mio- 
cina tem ação direta sobre o metabolismo do músculo 
esquelético, também por meio da ativação da AMPK. 

De forma interessante, verifica-se que a expressão de 
irisina no músculo esquelético é controlada por uma cas- 
cata de sinalização via AMPK-PGC-lalfa, sugerindo a 
existência potencial de um ciclo de feedback positivo.'” A 
ativação da AMPK por fármacos também tem sido envol- 
vida no mecanismo que regula a produção e a secreção 
de IL-6 no músculo esquelético isolado.'* Entretanto, 
evidências mais recentes indicam que AMPKalfa2 seria 
dispensável para secreção de IL-6 estimulada pela con- 
tração muscular.’ 


Efeitos do treinamento de força sobre turnover muscular 


Todas as formas de contração muscular são resultado 
da aplicação de tensão (força) ao longo de um músculo 
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ativo. O princípio de sobrecarregar o músculo é o ele- 
mento básico para o desenvolvimento de adaptações que 
resultam no consequente crescimento muscular (hiper- 
trofia). Esse fenômeno é conhecido como síntese de pro- 
teínas do músculo esquelético (SPME) e é regulado pela 
ativação do complexo 1 da proteína alvo da rapamicina 
em mamíferos (mTORC1), da proteína ribossomal S6K 
(p70S6K) e dos alvos a jusante (Figura 31.5).º A p70S6K 
é um regulador chave da SPME, por meio de vias canôni- 
cas de tradução de proteínas e de biogênese do ribosso- 
mo, envolvendo a proteína ligadora (4E-BP1) do fator de 
iniciação eucariótico 4E (eIF4E) e o fator de alongamen- 
to eucariótico 2 (eEF2). A fosforilação da 4E-BP1 pelo 
mTORCI suprime sua ligação ao eIF4E e, posteriormen- 
te, permite que o eIF4E ligue-se diretamente à extremi- 
dade 5’ do RNAm para, por fim, formar um complexo 
eIF4F ativo, o que faz dela uma etapa limitante da veloci- 
dade de iniciação da tradução. A fosforilação de S6K pro- 
move a fosforilação da proteína S6 da subunidade ribos- 
somal 40S (rpS6) e da eIF4B. Coletivamente, esses eventos 
conduzem à formação do complexo de iniciação da tra- 
dução e ativam a síntese de proteínas para a hipertrofia 
muscular." 


A regulação mecanossensorial da SPME é determi- 
nada por contrações de alta intensidade durante a reali- 
zação de exercício de força. Esse tipo de contração, 
transitoriamente, altera o sarcolema (a bicamada lipídi- 
ca que envolve a célula do músculo), aumentando a con- 
centração de ácido fosfatídico na membrana fosfolipídi- 
ca, por meio da ativação da fosfolipase D. O ácido 
fosfatídico ativa o mTORCI, por meio da interação 
com o seu domínio de FRB,'!’ resultando na ativação 
de mTORCI e SPME." Contrariamente, a inibição da 
fosfolipase D é capaz de reduzir a ativação da mTORCI, 
por comprometer os aumentos nas concentrações de 
ácido fosfatídico na membrana."*!!> A regulação da SP- 
ME por mecanossensores também envolve a proteína 
quinase de adesão focal (FAK), uma classe de receptores 
transmembrana que atuam como proteínas tirosina qui- 
nases. As proteínas FAK são elementos chave para a 
transmissão dos sinais contráteis no músculo esqueléti- 
co e são componentes centrais da sinalização de integri- 
na — proteínas de adesão presentes na membrana celular. 
A expressão e a atividade da FAK no músculo esqueléti- 
co estão relacionadas com a intensidade da carga de tra- 
balho aplicada."'s!!” Além disso, as contrações podem 
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Figura 31.5 Representação esquemática da via de síntese proteica no músculo esquelético envolvendo o complexo 1 da proteína alvo da rapami- 
cina em mamíferos (mTORC1) e a via de ativação da degradação proteica envolvendo ativação de FOXO. 4EBP1: proteína de ligação do fator de 
iniciação eucariótico 4E 1; Akt ou PKB: proteína quinase B; AP: ácido fosfatídico; Deptor: proteína de interação que contém o dominio mTOR; EIF4E: 
fator de iniciação eucariótico 4E; FAK: proteína quinase de adesão focal; FOXO: fator de transcrição da forquilha; IRS1: substrato do receptor de 
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S6. Fonte: adaptada de Egan e Zierath.” 


promover alterações conformacionais e de atividade da 
fosfotransferase da FAK,'!”''* capazes de ativar a SPME 
por meio de mecanismos dependentes e independentes 
de mTORC1.'” 

Durante a resposta adaptativa de hipertrofia induzi- 
da por exercício de força, o controle da tradução e da sín- 
tese proteica é controlado positivamente, enquanto a ati- 
vação e a incorporação de células satélites facilitam a 
adição de novas miofibrilas formadas para a maquinaria 
contrátil. Considerando-se que a importância da síntese 
de proteínas é superior à degradação ao longo de um pe- 
ríodo prolongado, o grau de hipertrofia muscular indu- 
zida pelo exercício de força está fortemente associado 
com o grau de fosforilação da p70S6K."2!2º A maior ati- 
vidade da p70S6K induzida pela contração muscular é 
dependente de mTORCI, que integra estímulos de nu- 
trientes e metabólitos para regular o crescimento e a pro- 
liferação celular. A ativação dessa via, pela contração 
muscular, por meio da via mecanossensorial, como ante- 
riormente mencionado, conduz os processos de tradu- 
ção, por aumentar a taxa de SPME e, portanto, a hiper- 
trofia do músculo por meio do aumento proteico.'”! 

A ativação do mTORCI é crítica para o crescimento 
muscular induzido pela sobrecarga do treinamento, co- 
mo demonstrado pela atenuação das respostas hipertró- 
ficas e da síntese de proteínas pelo inibidor de mTORCI, 
a rapamicina.!!º A via do mTORCI controla mecanismos 
de síntese de proteínas em vários níveis, tanto pela capa- 
cidade de tradução quanto pela eficiência, por meio de 
aumentos da tradução de RNAm específicos e, posterior- 
mente, pelo aumento da fibra muscular esquelética. 


Regulação da degradação proteica no músculo 
esquelético 


A regulação da degradação proteica no músculo es- 
quelético depende, principalmente, da atividade da via 
da ubiquitina-proteassoma (Figura 31.5). Esse fenômeno 
ocorre por meio da ação de duas ligases de ubiquitina E3 
específicas do músculo: a atrogina 1, também conhecida 
como MAFbx (atrogina-1/MAFbx), e a RNAm muscular 
1 (MuRF1), que são reguladores fundamentais da proteó- 
lise muscular em condições catabólicas."! Por exemplo, a 
degradação da miosina de cadeia pesada é regulada por 
ubiquitinação MuRF1-dependente.? Nesse modelo, a ati- 
vação (desfosforilação) dos fatores de transcrição FOXO 
leva ao aumento transcricional de MAFbx/atrogina-1 e 
MuRF1.'” A translocação e a ativação de membros FOXO 
são necessárias para o aumento da regulação de atrogi- 
na-1/MAFbx e MuRF1, enquanto a FOXO3 é suficiente 
para promover a expressão de atrogina-1/MAFbx e a atro- 
fia muscular in vivo.'2 A atividade de FOXO é regulada 
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principalmente por mudanças pós-traducionais que de- 
terminam sua localização subcelular, ou seja, a fosforila- 
ção por AKT promove a exportação nuclear de FOXO 
para o citoplasma. Desse modo, a AKT atua como quinase 
chave no balanço de síntese e degradação proteica muscu- 
lar. O papel dessa via está firmemente estabelecido na 
atrofia muscular, mas não tão bem definido com relação à 
degradação de proteínas durante a hipertrofia — ou nas al- 
terações transitórias no balanço proteico durante e após 
uma única sessão de exercício de força. Estudos que utili- 
zaram protocolos com exercício físico agudo e que avalia- 
ram a expressão de genes proteolíticos em resposta a exer- 
cício aeróbio ou de força demonstram maior expressão de 
RNAm de MuRF1 2 a 4 horas pós-exercício, enquanto a de 
RNAm de atrogina-1/MAFbx tende a permanecer elevada 
até 12 horas após o término do exercício.» 


CARBOIDRATOS E PROTEÍNA DO SORO DO 
LEITE: RELAÇÕES COM O EXERCÍCIO FISICO E A 
NUTRIGENOMICA 


Carboidratos 


Tanto o glicogênio muscular quanto a glicose sanguí- 
nea representam substratos fundamentais para a ressíntese 
de ATP na fibra muscular durante o exercício físico. A im- 
portância da disponibilidade de carboidratos durante o 
exercício prolongado é enfatizada pela ocorrência da fadi- 
ga física estar associada com a depleção da concentração 
de glicogênio muscular e/ou com a hipoglicemia. A dimi- 
nuição dos estoques endógenos de carboidratos resulta em 
redução da concentração de piruvato, que atua tanto como 
substrato para a formação de acetil-CoA quanto em rea- 
ções de fornecimento de intermediários do ciclo de Krebs 
(anaplerose), as quais são necessárias para a oxidação de 
ácidos graxos. Além disso, a utilização de carboidratos pela 
célula muscular permite a realização de exercícios em in- 
tensidades que superam 50 a 60% do VO,max.'°'” 


Transportadores, índice glicêmico e exercício físico 


Diversos transportadores de glicose têm sido carac- 
terizados, dentre os quais seis são denominados trans- 
portadores de glicose dependentes de sódio (SGLT1-6) e 
outros treze realizam o transporte facilitado desse mo- 
nossacarídeo. Cabe ressaltar que a presença de grande 
número de diferentes transportadores de monossacari- 
deos e, em particular, dos treze transportadores distintos 
de monossacarídeos indica que a captação de glicose pa- 
ra dentro da célula é um fenômeno altamente complexo. 
Além disso, a expressão de diversas isoformas de trans- 
portadores de glicose, em diferentes tecidos e células, 
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demonstra as características diversificadas de cada um 
dos vários transportadores, o que fornece alto grau de 
especificidade no controle da captação de glicose em di- 
ferentes condições fisiológicas, ou seja, em ampla faixa 
em relação à concentração plasmática de glicose.'2!2º 
Dentre as proteínas transportadoras de glicose no tecido 
muscular, verifica-se que o GLUT-1 está presente na mem- 
brana plasmática das células musculares. Visto que esse 
transportador se localiza no sarcolema, independentemen- 
te da estimulação com insulina e/ou da contração mus- 
cular, observa-se que sua principal função é manter o 
transporte basal de glicose. O GLUT-4 é o mais abundan- 
te e relevante transportador de glicose no músculo esque- 
lético e é translocado a partir de um estoque intracelular 
para o sarcolema e para o sistema de túbulos T, após esti- 
mulação da insulina ou pela contração muscular. -12 

Algumas proteínas da membrana plasmática têm sido 
identificadas como possíveis transportadoras de ácidos 
graxos de cadeia longa em células de mamíferos: a pro- 
teína ligadora de ácidos graxos (FABPpm), a translocase 
de ácidos graxos (FAT/CD36) e a proteína de transpor- 
te de ácidos graxos (FATP). Dentre elas, constata-se que 
a FAT/CD36 (88 kDa) tem alta afinidade por ácidos gra- 
xos livres e compete efetivamente por eles quando estão 
ligados à albumina. A presença de RNAm para FAT/CD36 
no músculo esquelético indica que essa proteína contribui 
para a captação de ácidos graxos de cadeia longa.'**'!° 

Diversos estudos têm avaliado o efeito do índice gli- 
cêmico dos alimentos sobre o metabolismo e o desempe- 
nho quando consumidos em diferentes momentos antes 
do exercício prolongado. Alguns deles demonstram me- 
lhora do desempenho quando alimentos de baixo índice 
glicêmico são consumidos antes ou imediatamente antes 
do exercício.º*!ºº Todavia, há escassez de estudos que 
avaliem o efeito do índice glicêmico sobre a expressão gê- 
nica no músculo esquelético de indivíduos submetidos a 
uma sessão de exercício físico. 

O efeito do índice glicêmico sobre a expressão dos 
genes que codificam o GLUT-4 e a FAT/CD36 no tecido 
muscular foi avaliado em um estudo realizado com oito 
indivíduos, os quais pedalaram, durante uma hora, a 
75% do VO máx e ingeriram, imediatamente após o 
exercício, refeições isocalóricas, com alto e baixo índice 
glicêmico, que continham proporções similares de car- 
boidratos, lipídios e proteínas. Após o exercício, verifi- 
cou-se que a expressão do RNAm do GLUT-4 foi reduzi- 
da em ambas as intervenções, enquanto a expressão 
proteica do GLUT-4 não foi alterada. Os níveis de RNAm 
e de proteína para a FAT/CD36 foram significativamente 
diminuídos com a intervenção contendo alto índice gli- 
cêmico quando comparados aos valores obtidos no pe- 
ríodo basal. A intervenção contendo baixo índice glicê- 


mico não influenciou os níveis de RNAm e de proteína 
da FAT/CD36. Esse resultado indica que diferenças no 
índice glicêmico da refeição pós-exercício são suficientes 
para alterar o metabolismo lipídico." 


Ingestão de carboidratos e expressão de IL-6 
no tecido adiposo 


Durante o exercício físico, constata-se aumento da 
expressão gênica da IL-6 no músculo esquelético e da 
concentração plasmática dessa citocina, sendo esse au- 
mento diretamente relacionado à redução do conteúdo 
muscular de glicogênio. Por outro lado, a ingestão de car- 
boidratos durante o exercício físico atenua o aumento da 
concentração plasmática de IL-6, indicando a presença 
de regulação induzida pelo substrato no músculo esque- 
lético. A IL-6 é também liberada a partir do tecido adipo- 
so em resposta ao exercício físico e apresenta efeito lipo- 
lítico, o que pode favorecer a mobilização de energia, na 
forma de ácidos graxos, a partir do tecido adiposo, du- 
rante o exercício físico.!*»!42 

Keller et al.'*º investigaram o efeito do exercício físico e 
da suplementação de carboidratos sobre a expressão gêni- 
ca da IL-6 no tecido adiposo. Para tanto, oito indivíduos 
saudáveis pedalaram durante três horas (60% da carga 
máxima de trabalho), com ingestão de 250 mL de uma so- 
lução de 6% de carboidratos ou placebo a cada 15 minutos. 
A expressão gênica da IL-6 no tecido adiposo e a concen- 
tração plasmática dessa citocina aumentaram em resposta 
ao exercício. Contudo, a suplementação de carboidrato re- 
duziu a expressão gênica da IL-6 no tecido adiposo e a con- 
centração plasmática da IL-6 no final do exercício. 


Proteínas do soro do leite 


Proteínas do soro do leite e caseína apresentam dife- 
rentes propriedades digestivas. A caseína apresenta esva- 
ziamento gástrico mais lento em comparação às proteí- 
nas do soro do leite, o que permite denominá-la como 
uma proteína slow e as proteínas do soro do leite como 
proteínas fast. Aminoácidos provenientes da caseína apa- 
recem no sangue mais lentamente e o pico aminoacídico 
sanguíneo apresenta menor magnitude, apesar de a res- 
posta perdurar por mais tempo em comparação à inges- 
tão de proteínas do soro do leite.'“* 

Estudos em humanos demonstram que o efeito ana- 
bólico da ingestão de proteínas está relacionado ao au- 
mento da concentração de aminoácidos livres no sangue, 
o que acarreta maior disponibilidade de aminoácidos 
para o músculo esquelético. Em indivíduos cuja capaci- 
dade de anabolismo proteico foi reduzida pela ausência 
de ingestão de energia não proteica, a ingestão de proteí- 


nas fast (proteínas do soro do leite ou mistura de ami- 
noácidos) induziu aumento significativo da concentra- 
ção de aminoácidos livres no sangue. Tal fato resultou em 
aumento marcante do catabolismo de aminoácidos e na 
estimulação temporária da síntese proteica corporal. Por 
outro lado, quando aminoácidos foram fornecidos de 
modo mais contínuo, ou seja, por meio da ingestão de 
caseína ou em pequenas refeições frequentes, verificou-se 
que o catabolismo de aminoácidos não foi estimulado, 
uma vez que o aumento da concentração de aminoácidos 
no sangue foi moderado. Além disso, observou-se menor 
degradação proteica corporal e maior retenção de ami- 
noácidos provenientes da alimentação nos tecidos es- 
plâncnicos com a ingestão de proteínas slow em compa- 
ração às do tipo fast. Cabe ressaltar que a ingestão 
simultânea de energia não proteica combinada com a 
suplementação de proteínas promove menor diferença 
entre as respostas sobre o turnover proteico decorrentes 
da ingestão de proteínas slow e fast, em razão de a veloci- 
dade de digestão diferir menos ou pelo fato de a inges- 
tão de energia adicional reduzir as diferenças no catabo- 
lismo de aminoácidos entre as duas situações.! 14 

Em um estudo no qual foi avaliado o efeito da inges- 
tão de uma bebida contendo 20 g de caseína ou 20 g de 
proteínas do soro do leite sobre o anabolismo proteico 
muscular uma hora após uma sessão de exercício de for- 
ça, verificou-se que a ingestão aguda pós-exercício de 
ambas as proteínas resultou em aumentos similares no 
balanço proteico muscular. Portanto, a ingestão de caseí- 
na e de proteínas do soro do leite após o exercício de for- 
ça estimula o saldo de síntese proteica muscular por meio 
do fornecimento de aminoácidos indispensáveis, ao mes- 
mo tempo em que representa uma estratégia nutricional 
efetiva para promover a hipertrofia muscular." 

Burke et al.!°° verificaram que homens suplementa- 
dos com proteína do soro do leite (1,2 g/kg de massa cor- 
poral) apresentaram maior aumento da massa corporal 
magra em comparação ao grupo placebo após seis sema- 
nas de treinamento de força. Cabe ressaltar que, nesse es- 
tudo, a ingestão total de proteínas foi cerca de duas vezes 
maior no grupo suplementado com proteínas do soro do 
leite que no grupo placebo (2,1 versus 1,2 g de proteína/kg 
de massa corporal). 


Proteína do soro do leite e regulação da expressão gênica da 
miostatina 


A miostatina é um membro da superfamília do TGF 
e atua como regulador negativo da massa muscular em 
humanos e em outros mamíferos. A miostatina atua por 
meio de diferentes receptores de activina, dos quais a ac- 
tivina IIb parece ser o mais relevante. Nesse contexto, 
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constata-se que a miostatina inibe o crescimento da mas- 
sa muscular por meio da diminuição da proliferação e 
diferenciação de células-satélites, bem como pela atenua- 
ção da síntese proteica muscular. A célula-satélite, por 
sua vez, é regulada, em parte, por fatores regulatórios 
miogênicos, como a miogenina e a MyoD (myogenic dif- 
ferentiation 1), bem como por ciclinas dependentes de 
quinases (cdk), como a cdk2, que são inibidas pelos inibi- 
dores de cdk, como p21 e p27.1'* 

Em um estudo realizado com indivíduos submetidos 
a treinamento de força, foi investigado se a ingestão de 15 
g de proteína do soro do leite, antes e após o treinamento 
de força, teria influência sobre a expressão gênica da mios- 
tatina e de proteínas envolvidas com o ciclo celular (p21 e 
cdk2). Biópsias do músculo vasto lateral foram obtidas no 
repouso, 1 e 48 horas após a realização de cinco séries, de 
dez repetições cada, do exercício denominado leg press. A 
expressão gênica da miostatina diminuiu após a realização 
da sessão de exercício de força apenas no grupo controle. 
Por outro lado, a expressão gênica da cdk2 aumentou ape- 
nas no grupo suplementado com proteína do soro do leite. 
Esses resultados indicam que a expressão gênica da mios- 
tatina e de proteínas relacionadas ao ciclo celular é afetada 
por uma única sessão de exercício de força. Essas respostas 
podem ser modificadas pela ingestão de proteínas do soro 
do leite. Uma possível hipótese para esse efeito decorre 
do fato de que a diminuição da expressão da miostatina 
observada no grupo placebo pode atuar como mecanismo 
protetor contra a degradação proteica. Por outro lado, esse 
mesmo mecanismo não é necessário quando há ingestão 
de proteína, uma vez que esse nutriente promove aumento 
do balanço proteico corporal. Nesse sentido, conclui-se 
que o controle da ingestão alimentar é crucial durante a 
realização de estudos que investiguem o efeito do exercício 
físico sobre a expressão gênica. 


Proteína do soro do leite e perfil de expressão 
gênica muscular global 


A ingestão da proteína do soro do leite hidrolisada 
acarreta maior aumento da síntese proteica muscular em 
comparação à ingestão de aminoácidos com composição 
idêntica em relação à proteína do soro do leite. Aliado a 
esse fato, verifica-se que a ingestão de carboidratos e pro- 
teínas pós-exercício promove melhor recuperação dos 
estoques de glicogênio em relação à ingestão isolada de 
carboidratos. °°!” 

Considerando os aspectos supracitados, Kanda et al.” 
investigaram o efeito da ingestão de proteína do soro do lei- 
te hidrolisada sobre a expressão gênica global muscular. Para 
tanto, animais nadaram por um período de duas horas e, 
imediatamente após, foram alimentados com: ração con- 
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tendo proteína hidrolisada; carboidrato + mistura de ami- 
noácidos; e carboidratos. Uma hora após o término do exer- 
cício, o músculo epitroclear foi retirado e utilizado para a 
análise de microarray (30 mil genes). Os resultados eviden- 
ciaram que a ingestão da proteína do soro do leite hidrolisa- 
da alterou a expressão de 189 genes, com destaque para o 
aumento da expressão de genes envolvidos com o reparo 
muscular pós-exercício, bem como ativou duas proteínas 
upstream, a proteína quinase regulada por sinais extracelula- 
res 1/2 (ERK 1/2) e o fator induzido pela hipóxia-lalfa 
(HIF-lalfa), os quais podem atuar como fatores chave para 
a regulação da expressão gênica relacionada à ingestão da 
proteína do soro do leite hidrolisada (Figura 31.6). 


COMPOSTOS BIOATIVOS DE ALIMENTOS E 


MICRONUTRIENTES: RELAÇÕES COM O EXERCÍCIO 
FÍSICO E A NUTRIGENÔMICA 


Quercetina 


As plantas contêm milhares de compostos fenólicos, 
incluindo mais de 5 mil flavonoides que exibem forte ativi- 
dade antioxidante. Flavonóis são os mais difundidos flavo- 
noides nos alimentos, sendo o principal a quercetina. Den- 
tre as fontes de quercetina, destacam-se cebola, maçã, 

mirtilo, couve-flor, chás e brócolis. A ingestão total de flavo- 
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Figura 31.6 Possíveis vias de regulação da expressão gênica induzidas pela ingestão de proteína do soro do leite hidrolisada via proteína qui- 
nase regulada por sinais extracelulares 1/2 (ERK 1/2) e fator induzido pela hipóxia-lalfa (HIF-1alfa). Adipog: adiponectina; Akt: proteína quinase 
B; Ankrd2: anquirina repetição de domínio contendo proteína 2; Ccl7: proteína quimiotática de monócitos 3 (MCP-3); Cdkn1a: inibidor de quinase 
dependente de ciclina 1A; Egr1: gene precoce de resposta ao crescimento 1; Hmox1: heme oxigenase-1; Junb: proto-oncogene Jun B; MEK1/2: 
proteína quinase quinase ativada por mitógenos; mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos; Myc: oncogene mielocitamatose; Nr4a1 e 3: 


subfamília 4 do receptor nuclear, grupo A, membros 1 e 3; PI3K: fosfatidil inositol 3 quinase; Raf: proteína quinase quinase quinase ativada por 
mitógenos (MAP3K]); Ras: proteína ligadora de GTP com atividade GTPase intrínseca. Fonte: adaptada de Kanda et al.! 


nóis (com representação de 75% pela quercetina) varia en- 
tre 13 e 64 mg/dia, dependendo da população estudada.'” 

A quercetina atua na redução da resposta inflamató- 
ria por meio da inibição in vitro da expressão dos genes 
que codificam as enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), e pela diminuição 
da translocação do fator de transcrição NF-kB do cito- 
plasma para o núcleo. A quercetina tem a capacidade de 
inibir as proteínas ERK e c-Jun NH, -terminal quinase 
(JNK) e suas formas fosforiladas. Em macrófagos, a quer- 
cetina inibe a transcrição do fator de necrose tumoral 
alfa (TNF-alfa) por meio da inibição da fosforilação e da 
ativação da JNK/SAPK, ao mesmo tempo em que blo- 
queia a síntese de TNF-alfa por meio da inibição da fos- 
forilação da ERK 1/2 e da atividade da p38.''*! 

A quercetina pode influenciar a biogênese mitocon- 
drial induzida pelo exercício físico. Em um estudo no qual 
animais foram submetidos a exercícios físicos e suplemen- 
tados com quercetina, verificou-se, a partir da análise do 
músculo sóleo, que essa intervenção nutricional resultou 
em aumento da expressão gênica do PGC-lalfa e da SIRT1. 
Aliado a esse fato, verificou-se que o conteúdo de DNA mi- 
tocondrial no tecido muscular aumentou em relação ao 
grupo placebo.!'? Tais efeitos oriundos da suplementação 
de quercetina podem ter implicações relevantes no aumen- 
to de desempenho físico ante o treinamento de resistência. 


Glutamina 


A glutamina é o aminoácido livre mais abundante no 
plasma e no tecido muscular, utilizada em altas taxas por 
células de divisão rápida, incluindo leucócitos, para for- 
necer energia e favorecer a biossíntese de nucleotídeos. 
Em relação ao metabolismo da glutamina em células do 
sistema imune, destaca-se o fato de linfócitos e macrófagos 
terem a capacidade de utilizar glutamina para obter ener- 
gia, sendo precursores para a biossíntese de macromolécu- 
las. Estudo envolvendo neutrófilos demonstrou que essas 
células também consomem glutamina ativamente, sendo a 
taxa de utilização de glutamina por neutrófilos, assim co- 
mo por linfócitos e macrófagos, similar ou até mesmo su- 
perior quando comparada à de glicose. 1616 

Estudos in vivo com humanos têm demonstrado que 
o exercício de alta intensidade e curta duração aumenta a 
concentração de glutamina no plasma. Constata-se, ini- 
cialmente, liberação acelerada desse aminoácido a partir 
da musculatura esquelética; consequentemente, há au- 
mento da concentração plasmática de glutamina. Contu- 
do, redução significativa da concentração plasmática de 
glutamina tem sido observada quando o exercício é pro- 
longado e exaustivo.'“ Diante desse fato, pode-se ques- 
tionar quais mecanismos acarretam a diminuição das 
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Figura 31.7 Mecanismos que acarretam a diminuição das concentra- 
ções de glutamina plasmática e muscular durante e após o exercício 
físico prolongado. ATP: adenosina trifosfato; GA: glutaminase; GLN: 
glutamina; GS: glutamina sintetase; H*: íon hidrogênio; H,CO,: ácido 
carbônico; HCO: bicarbonato; Na*: sódio; NH,: amônia; NH,*: amônio; 
Sl: sistema imune. 


concentrações de glutamina plasmática e muscular du- 
rante e após o exercício físico prolongado. Dentre os pos- 
síveis mecanismos relacionados, observa-se que, durante 
esse tipo de exercício físico, ocorre o aumento da concen- 
tração do hormônio cortisol, que estimula tanto o efluxo 
de glutamina muscular quanto a captação desse aminoá- 
cido pelo fígado. Desse modo, a maior oferta de glutami- 
na no fígado, aliada à diminuição dos estoques de glico- 
gênio hepático e ao aumento da concentração de cortisol, 
promove maior estímulo da gliconeogênese hepática a 
partir desse aminoácido (Figura 31.7).'°7'% 

Outro mecanismo implicado na diminuição da glu- 
taminemia durante o exercício físico prolongado refe- 
re-se ao aumento da concentração de lactato sanguíneo, 
que altera o pH do sangue (acidose metabólica) e, conse- 
quentemente, acarreta maior captação de glutamina pe- 
los rins. A eliminação de ions H* pelos rins envolve o 
fornecimento de amônia oriunda da glutamina, a qual 
escapa das células dos túbulos renais por um processo de 
difusão passiva e se une a prótons H*, formando íons 
amônio (NH,*). A perda de íons hidrogênio auxilia na 
manutenção do equilíbrio ácido-base.'!”º Além desses 
fatos, segundo MacKinnon e Hooper, o aumento da 
captação de glutamina por células do sistema imune, prin- 
cipalmente quando ativadas, pode colaborar para a dimi- 
nuição da concentração plasmática de glutamina induzi- 
da pelo exercício físico. 

No que concerne aos efeitos da glutamina sobre a ex- 
pressão gênica durante o exercício físico, verifica-se que 
esse aminoácido apresenta efeito protetor sobre a apop- 
tose em neutrófilos induzida por uma única sessão de 
exercício. Nesse sentido, foi avaliado o efeito da suple- 
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Figura 31.8 Quinases envolvidas no processo de apoptose celular, 
cuja ativação está relacionada com o aumento de atividade de media- 
dores apoptóticos clássicos, como p53 e caspase 3. 


mentação oral de glutamina sobre a fosforilação das pro- 
teínas p38 MAPK e JNK, as quais estão envolvidas com o 
processo de apoptose celular, cuja ativação está relacio- 
nada com o aumento de atividade de mediadores apop- 
tóticos clássicos, como p53 e caspase 3 (Figura 31.8). O 
estudo foi realizado com ratos, os quais foram suplemen- 
tados com glutamina (1 g/kg), uma hora antes da realiza- 
ção de uma única sessão de exercício em esteira. O exerci- 
cio físico promoveu, em neutrófilos peritoneais, aumento 
da fosforilação das proteínas p38 MAPK, JNK e da expres- 
são das proteínas p53 e caspase 3. Contudo, a suplementa- 
ção com glutamina parcialmente preveniu o aumento da 
fosforilação da p38 MAPK, da JNK e da expressão das 
proteínas p53, e aboliu completamente o aumento da ex- 
pressão da caspase 3.7”! Desse modo, verifica-se que a 
apoptose em neutrófilos induzida por uma única sessão 
de exercício é acompanhada por um aumento da expres- 
são de p53 e caspase 3 e da fosforilação da p38 MAPK e da 
JNK. A suplementação com glutamina previne esses efei- 
tos e reduz a ocorrência de apoptose. 

O exercício físico de alta intensidade ou de longa du- 
ração e exaustivo acarreta aumento da concentração plas- 
mática de biomarcadores de lesão muscular, o que está 
relacionado ao aumento da produção de espécies reativas 
de nitrogênio e oxigênio. Dentre os mecanismos antioxi- 
dantes celulares, destaca-se o tripeptídeo glutationa, que 
representa o mais importante antioxidante celular solúvel 
não enzimático. O aminoácido glutamato, que compõe 
esse tripeptídeo, é principalmente derivado do metabolis- 
mo da glutamina. Além disso, a glutamina modula a ex- 
pressão de uma proteína com ação citoprotetora, a pro- 
teína de choque térmico de 70 kDa (HSP70), uma vez que 
esse aminoácido está envolvido com a ativação do fator 
de transcrição designado fator de choque térmico 1 (HSF-1), 


o que acarreta no aumento da transcrição da HSP70.'7*' 


Nesse contexto, em um estudo realizado com animais que 
foram treinados em esteira durante 8 semanas (60 minu- 
tos por dia, 5 dias por semana) e suplementados com 
L-glutamina + L-alanina ou L-alanil-L-glutamina, verifi- 
cou-se que ambas as suplementações promoveram au- 
mento da concentração de glutationa e de glutamina nos 
músculos sóleo e gastrocnêmio durante os últimos 21 dias 
do protocolo experimental, bem como constatou-se que 
a suplementação com o dipeptídeo de glutamina aumen- 
tou a expressão proteica da HSP70 e do HSF-1 nos com- 
partimentos citoplasmático e nuclear. A suplementação 
com os aminoácidos nas suas formas isoladas (L-gluta- 
mina + L-alanina) provocou aumento da expressão pro- 
teica da HSP70 nuclear e do HSF-1 no citoplasma e nú- 
cleo. No músculo gastrocnêmio, ambas as suplementações 
promoveram aumento da expressão proteica da HSP70 
(citoplasma) e do HFS-1 (citoplasma e núcleo). Tais re- 
sultados sugerem que a glutamina melhora os mecanis- 
mos de defesa antioxidante que atenuam a concentração 
de biomarcadores de lesão muscular e, desse modo, au- 
menta os efeitos benéficos induzidos pelo treinamento 
físico de alta intensidade.!” 


Vitamina D 


Humanos obtêm vitamina D por meio da alimenta- 
ção, de suplementos alimentares e da exposição à luz so- 
lar. Em relação à alimentação, alguns alimentos contêm 
vitamina D naturalmente (salmão, sardinha, atum, óleo 
de fígado de bacalhau), enquanto outros podem ser forti- 
ficados com vitamina D (leite, iogurte, queijos, cereais 
matinais, suco de laranja). No tocante à exposição solar, 
estima-se que 80 a 90% da vitamina D no organismo seja 
proveniente da radiação ultravioleta B (comprimento de 
onda de 290 a 315 nm), a qual penetra na pele e converte 
o 7-deidrocolesterol em pré-vitamina D3, a qual é rapida- 
mente convertida em vitamina D3. Esta é metabolizada 
no fígado em 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) e, poste- 
riormente, é metabolizada nos rins, em reação catalisada 
pela enzima lalfa-hidroxilase (CYP27B1), para a sua for- 
ma ativa, a 1,25 di-hidroxivitamina D (1,25(OH),D), cuja 
síntese renal é finamente regulada pelos hormônios da 
glândula paratireoide e pelas concentrações séricas de cál- 
cio e fósforo. A 1,25(0H),D também induz a expressão 
da enzima 24-hidroxilase (CYP24), a qual degrada tanto 
a 25(OH)D quanto a 1,25(OH),D em uma forma biolo- 
gicamente inativa designada ácido calcitroico, o qual é 
excretado na bile. 74178 

A forma ativa da vitamina D é um importante fator 
para a homeostase do cálcio e do metabolismo ósseo, 
atuando por meio da sua ligação ao receptor de vitamina 


D (VDR), o qual pertence à superfamília de receptores 
nucleares. Aliado a esse fato, aventa-se a hipótese de que 
a vitamina D possa melhorar a força muscular por meio 
de um receptor nuclear altamente específico expresso 
nesse tecido. Tal fato foi avaliado em um estudo realizado 
com animais que foram distribuídos em três grupos: se- 
dentário, exercício de alta intensidade e exercício de alta 
intensidade associado a suplementação de vitamina D. 
Os animais foram treinados em esteira (cinco dias por 
semana durante oito semanas). Ao final da última sessão 
de treinamento intenso, verificou-se que o exercício pro- 
vocou aumento significativo da concentração plasmática 
de creatina quinase (CK) e de lactato desidrogenase, as 
quais são marcadores de lesão muscular. No tocante aos 
parâmetros de avaliação da expressão gênica no tecido 
muscular, o exercício acarretou aumento da expressão de 
TNF-alfa e de IL-6, bem como aumento da fosforilação 
da AMPK, da p38, da ERK1/2 e do inibidor de kappa B 
(IkB). Por outro lado, a suplementação de vitamina D re- 
duziu a concentração plasmática de CK, a fosforilação da 
AMPK, da p38, da ERK1/2, da quinase do inibidor de 
kappa B (IKK) e do IkB e a expressão gênica de TNF-alfa 
e de IL-6, ao mesmo tempo em que promoveu aumento 
da expressão proteica do receptor de vitamina D.'” Tais 
resultados indicam que a vitamina D apresenta papel re- 
levante na lesão e na resposta pró-inflamatória induzidas 
pelo exercício físico intenso, por meio da modulação das 
vias de sinalização do NF-kB e da MAPK, com envolvi- 
mento do VDR. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


A adaptação do organismo ao exercício físico é o re- 
sultado de alterações na expressão de genes mediadas não 
apenas pelo próprio exercício, mas por diferentes fatores, 
incluindo a interação entre exercícios, componentes da 
alimentação e variações genéticas. A expressão gênica é 
modificada de acordo com o tipo, a intensidade, a dura- 
ção e a frequência do exercício físico, bem como é depen- 
dente do estado nutricional do indivíduo. Desse modo, 
conclui-se que estudos envolvendo expressão gênica e 
exercício físico devem considerar a alimentação ou qual- 
quer tipo de suplementação nutricional como um possi- 
vel fator de modulação dessa expressão gênica. Além dis- 
so, variações genéticas (polimorfismos de nucleotídeo 
único) apresentam influência relevante no desempenho 
físico. Considerando que a resposta a determinado pro- 
tocolo de treinamento físico é frequentemente variável 
entre os indivíduos, deve-se atentar para o fato de que 
parte dessas variações é relacionada à constituição gené- 
tica, à nutrição e às interações entre gene e ambiente. 
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Influência da genética no 
desempenho físico e esportivo 


INTRODUÇÃO 


Nos últimos anos, grandes avanços no conhecimento 
da biologia humana têm acontecido por meio dos estu- 
dos genéticos, levando ao desenvolvimento de novos mé- 
todos preventivos e de estratégias terapêuticas e diagnós- 
ticas. Particularmente, as biologias celular e molecular têm 
papel relevante nesse cenário, sendo o estudo e a detecção 
de modificações gênicas as bases para o conhecimento de 
doenças complexas e que resultam de múltiplas interações 
genéticas e, às vezes, com forte influência ambiental, com- 
portamental e do estilo de vida.' Por exemplo, o estado 
geral de saúde e o desempenho físico dependem da combi- 
nação e da interação de múltiplos fatores externos (am- 
biente) e internos (genética).”* 

As bases moleculares das variações fenotípicas do ser 
humano são o objetivo central da genômica e, juntamen- 
te com todas as áreas de investigação científica relaciona- 
das à genética, estão empenhadas no chamado rastrea- 
mento de possíveis genes candidatos. Dessa forma, as bases 
genéticas relacionadas a diversos fenótipos encontrados 
nos seres humanos são um desafio para a ciência atual, 
uma vez que variações na sequência do ácido desoxirri- 
bonucleico (DNA) são abundantes e a heterogeneidade 
do DNA entre indivíduos está diretamente ligada ao esta- 
do de saúde e a diferentes comportamentos e estilos de 
vida, como a prática de atividade física e/ou esportiva. A 
heterogeneidade do DNA apresenta-se de diversas for- 
mas, incluindo variações nas cópias de partes do DNA, 
inversões, inserções, deleções e outros rearranjos com- 
plexos. Acredita-se que exista cerca de um milhão de in- 
serções ou deleções no genoma humano, as quais podem 
afetar a função de diversos genes. 

Todas as variações nas características humanas (ou 
fenotípicas) resultam da interação entre o genótipo do 
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indivíduo e os estímulos ambientais. A hereditariedade 
(H?) é definida como a proporção da variação fenotípica 
em uma população atribuída à variação genética entre os 
indivíduos e, de forma simples, pode ser representada por: 


H?= variação (genótipo)/variação (fenótipo) 


Isso vale não apenas para os estados de saúde e doen- 
ça, mas também se aplica aos fenótipos esportivos.** O 
genótipo representa toda a combinação dos genes herda- 
dos pelo organismo afetando o fenótipo, o qual é a mani- 
festação das características anatômicas, bioquímicas, fi- 
siológicas e comportamentais de um indivíduo. 

Exceto para gêmeos idênticos, que são monozigóti- 
cos, a variação do genótipo pode acarretar diferentes ca- 
racterísticas fenotípicas, como força muscular e massa 
corporal e, ainda, a maneira dessas características respon- 
derem ao treinamento físico. Nesse sentido, verifica-se 
que a hereditariedade pode ser responsável em 25% pela 
quantidade de gordura corporal, em 20 a 40% pela apti- 
dão muscular, em 10 a 25% pela aptidão cardiovascular e 
também pela capacidade de treinabilidade dos indiví- 
duos.’ Ademais, tem alto impacto sobre a estatura, sendo, 
por exemplo, um tópico de bastante interesse em esportes 
como o voleibol e o basquetebol, nos programas de detec- 
ção de talentos esportivos;? também tem impacto sobre 
a envergadura, o tamanho dos músculos, o tipo de fibra 
muscular, o tamanho do coração, o tamanho e o volume 
dos pulmões, a frequência cardíaca de repouso, a força 
muscular e a flexibilidade. Além disso, a hereditariedade 
tem impacto moderado a alto sobre a resistência muscu- 
lar e a capacidade aeróbia; impacto moderado sobre a 
pressão arterial, o fluxo aéreo pulmonar, a velocidade e 
potência anaeróbias; impacto pequeno a moderado sobre 
o perímetro da cintura, a atividade das enzimas utilizadas 
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na produção de energia, o tempo de reação e a precisão 
dos movimentos; e, ainda, baixo impacto sobre o equilí- 
brio e a densidade mitocondrial. 

O efeito dos genes na estrutura (morfologia) muscu- 
lar é grande, como nas proteínas contráteis e na hipertro- 
fia muscular, mas o mesmo não ocorre em relação à fun- 
ção (fisiologia).* É importante considerar que, quanto 
mais alto for o impacto da genética sobre uma determi- 
nada característica, menor será a influência dos fatores 
externos (p. ex., treinamento físico) sobre ela. As evidên- 
cias de que um componente genético influencia o desem- 
penho físico e esportivo são crescentes, e já foi demons- 
trado e identificado que mais de cem variantes genéticas 
podem contribuir para diferenças na aptidão física.”!º 

A hereditariedade também tem papel importante nas 
variações individuais relacionadas com o aprendizado e o 
desempenho físico, uma vez que se podem observar dife- 
rentes níveis de melhora do desempenho mediante um 
mesmo estímulo de treinamento." A genética, o ambiente 
e a interação entre ambos têm impacto importante sobre 
o desempenho físico, uma vez que variações no genótipo 
e no treinamento contribuem para as diferenças observa- 
das em relação ao sucesso esportivo.” Também observa-se 
a existência de indivíduos que se adaptam bem ao estímu- 
lo do exercício físico e ao treinamento (indivíduos respon- 
sivos) e aqueles que não se adaptam ao exercício ou a um 
tipo específico de atividade (não responsivos), ou, ainda, 
aqueles que, mesmo treinando, melhoram pouco seu con- 
dicionamento físico (indivíduos pouco responsivos).®? 

Diferentes níveis de responsividade ao treinamento 
também estão relacionados à idade, à etnia, ao gênero, aos 
valores iniciais de consumo máximo de oxigênio (VO máx) 
e à força muscular. Os genes também têm grande efeito so- 
bre o VO máx, a resistência cardiovascular, a frequência 
cardíaca máxima e a ventilação voluntária máxima. No en- 
tanto, a resistência cardiovascular é mais intensamente afe- 
tada pelos genes do que o VO máx, provavelmente porque 
muitas variáveis fisiológicas e bioquímicas estão envolvidas 
no exercício predominantemente de resistência aeróbia e os 
genes podem afetar cada uma delas. 

Portanto, o objetivo deste capítulo é apresentar algu- 
mas informações sobre a interação entre a genética, o 
ambiente e o desempenho físico e/ou esportivo. 


ATINGINDO A EXCELÊNCIA NO ESPORTE 


Para um indivíduo atingir nível de excelência e se 
tornar perito em qualquer tipo de atividade, seja ela es- 
portiva ou não, deve possuir algumas características que 
o diferenciem das demais pessoas, como o alto conheci- 
mento específico e a habilidade sobre a tarefa que pratica; 
armazenar e acessar informações de forma mais rápida e 


eficiente; e tomar decisões apropriadas e precisas em um 
curto espaço de tempo.” 

Evidências observadas em esportes que necessitam de 
habilidades cognitivas e de percepção, quando se compa- 
ram sujeitos peritos e não peritos, demonstraram que os 
primeiros distinguem-se em domínios específicos e nas 
habilidades de processar informações; porém, essas dife- 
renças de habilidade estão mais relacionadas com treina- 
mento intenso do que com habilidades inatas, uma vez 
que o refinamento desses traços só é atingido após anos 
de treinamento ininterrupto e intensivo. Além disso, o es- 
tado de aprendizado ocorre rapidamente no início da 
prática, mas diminui ao longo do tempo, na medida em 
que a prática se torna sistemática. Ericsson et al.!* ressal- 
taram que não é simplesmente o fato de acumular horas 
de treinamento que conduzirá os sujeitos a níveis supe- 
riores de desempenho; a qualidade do treinamento tam- 
bém é importante. Para se atingir a excelência, é preciso 
criar oportunidades para prevenir platôs de aprendiza- 
gem e perpetuar as adaptações, aumentando-se a quanti- 
dade e a qualidade do treinamento, bem como intensifi- 
car continuamente as dificuldades das tarefas praticadas.” 

De acordo com a teoria da prática deliberada pro- 
posta por Ericsson et al.,! altos níveis de treinamento são 
o requisito mínimo para alcançar níveis de perícia em 
uma determinada tarefa. Esse regime de treinamento in- 
tenso e ininterrupto que conduz à perícia tem sido verifi- 
cado na música, na matemática!” e no esporte.'®!” Essa 
teoria preconiza que não é o treinamento simples, reali- 
zado de qualquer forma, mas o treinamento programa- 
do, com altos níveis de motivação, atenção e esforço, que 
favorecerá o desempenho de alto nível. O modelo pro- 
posto por Ericsson et al.'* sustenta que é preciso treinar 
muitas horas com muita concentração e intensidade, ou 
seja, ter mais de 10 mil horas acumuladas ao longo de 
pelo menos 10 anos,” para se atingir o nível de excelência 
e perícia em qualquer atividade, pois a prática constante 
e sistemática pode ativar genes inativos presentes no 
DNA de todos os indivíduos saudáveis. É interessante 
destacar que Druzhevskaya et al.” propõem uma hierar- 
quização (Quadro 32.1) quanto ao nível de excelência 
atingido na prática esportiva. 

No entanto, é preciso levar em consideração a particu- 
laridade biológica dos indivíduos e as especificidades de 
cada modalidade esportiva, conforme pode ser observado 
nos estudos que avaliaram a detecção de talentos esporti- 
vos em modalidades como hóquei, basquete, tênis e ginás- 
tica artística,!2! uma vez que cada indivíduo tem um “li- 
miar” para executar determinado tipo de exercício físico e 
atingirá determinado nível, o que dependerá da natureza e 
do grau de dificuldade da tarefa e da interação de múlti- 
plos fatores ambientais e genéticos.” 


Quadro 32.1 Níveis de desempenho físico e esportivo 
Nível Descrição 


Vencedores de campeonatos mundiais, copas do 


Alta elite : Rena 
mundo e jogos olímpicos 


Medalhistas de prata ou bronze de campeonatos 
Elite mundiais, copas do mundo e jogos olímpicos ou 
ganhores de campeonatos nacionais e continentais 


Qualificados e participantes de competições 


Subelite : Ega e 
internacionais e mundiais 


Competidores regionais com não mais que quatro 


Recreacionais o 
anos de experiência no esporte 


Controles Voluntários saudáveis 


INTERAÇÃO DA GENÉTICA COM 
O DESEMPENHO ESPORTIVO 


O desempenho esportivo de alto nível requer a combi- 
nação integrada de múltiplos fatores internos, como a ge- 
nética privilegiada e a idade cronológica, e fatores exter- 
nos, como: o ambiente; a nutrição e o treinamento físico 
adequados; a participação em competições; os aspectos 
socioculturais e econômicos; a motivação; o gerenciamen- 
to da carreira; e o suporte científico.”* Alguns desses fato- 
res são treináveis (fisiológicos, psicológicos e biomecâni- 
cos), alguns ensinados (táticos) e outros estão fora do 
controle dos atletas e dos técnicos (genéticos e idade cro- 
nológica). No entanto, sugere-se atualmente que o fator 
determinante do potencial atlético sejam os “dotes” gené- 
ticos, o que inclui características antropométricas, cardio- 
vasculares, composição de fibras musculares e capacidade 
de adaptação ao treinamento físico.” Em geral, há duas 
categorias de atletas de alto nível: os geneticamente talen- 
tosos e os que treinam arduamente. 

Uma vasta gama de fenótipos humanos — por exem- 
plo, a força muscular, a estrutura óssea, a elasticidade dos 
tendões e o tamanho do coração e pulmão — influencia o 
desempenho esportivo, cada um sendo o resultado de 
uma complexa interação entre sistemas anatômicos, bio- 
químicos e fisiológicos.” Por sua vez, cada um desses fe- 
nótipos será influenciado por um grande número de ge- 
nes, ou seja, quanto mais amplo o fenótipo, maior o 
número de genes relevantes no processo.” A maioria des- 
ses genótipos preferíveis e favoráveis à prática esportiva 
não é muito comum, e sua combinação é ainda mais rara’. 
Em teoria, as chances de um indivíduo ter um genótipo 
esportivo perfeito são muito mais baixas que 1 em 20 mi- 
lhões, ou seja, conforme ocorre o aumento do número de 
polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP, single nu- 
cleotide polymorphism) associados, a probabilidade dimi- 
nui proporcionalmente.** Como a constituição física de 
um indivíduo pode ser limitada por seu genótipo, pode-se 
dizer que as variações genéticas individuais determinam o 
máximo de desempenho físico que uma pessoa alcançará. 


Influência da genética no desempenho físico e esportivo 


A quantidade de indivíduos que tentam se tornar atle- 
tas de elite e aqueles que efetivamente atingem tal nível 
demonstra a importância de se conhecer os fatores, am- 
bientais e/ou genéticos, que podem definir o desempenho 
de alto nível.” É interessante notar que já foram descritos 
inúmeros SNP que poderiam determinar o desempenho 
físico e esportivo, como da resistência cardiorrespiratória, 
da força muscular, dos traços de desempenho muscular, da 
intolerância ao exercício físico e da condição de pertencer 
à elite esportiva nacional ou mundial.'°” 

Considerando os atletas de elite de nível mundial, 
verifica-se que, com a progressiva evolução tecnológica e 
científica, está cada vez mais difícil encontrar indivíduos 
que tenham potencial para atingir tal nível. Isso acontece 
principalmente porque, para tal, é necessário superar não 
somente adversários, mas também os limites do corpo 
humano. Além disso, para obter êxito nessa árdua tarefa, é 
necessária uma infraestrutura moderna e especializada, 
assim como profissionais altamente especializados traba- 
lhando em regime multi e interdisciplinar.” 

Os cientistas do esporte há tempos vêm estudando in- 
divíduos com níveis excepcionais de desempenho físico e 
esportivo a partir de análises morfológicas e funcionais, 
que envolvem técnicas histoquimicas, dosagens bioquimi- 
cas e análises de parâmetros físicos e fisiológicos. Até o 
momento em que diversos grupos de pesquisa começa- 
ram a investigar a relação entre exercício físico, perfor- 
mance, perfil de expressão gênica e constituição genética 
acreditava-se que os níveis excepcionais de desempenho 
dos atletas de elite eram decorrentes exclusivamente do 
treinamento e do acompanhamento nutricional. No en- 
tanto, tais fatores têm se mostrado, ao longo do tempo, 
insuficientes para caracterizar os fenótipos associados ao 
sucesso esportivo.” Nesse sentido, a investigação genética 
vem se destacando na busca de respostas para a complexa 
problemática que é a detecção de talentos esportivos, pois 
auxilia na identificação de genes envolvidos no desempe- 
nho atlético, revelando não apenas a possibilidade de uti- 
lizá-los na descoberta de novos talentos,” mas também no 
desenvolvimento de técnicas de treinamento mais especí- 
ficas e na prevenção de lesões decorrentes de sobrecargas 
excessivas de treinamento físico, para que dessa forma seja 
possível evitar quadros de overtraining — que é decorrente 
do excesso de treinamento —, o que poderia culminar com 
o abandono ou prejuízo da prática esportiva. 


BIOLOGIA MOLECULAR, DESEMPENHO 
ESPORTIVO E GENES CANDIDATOS 


Durante o exercício físico, as condições intrínsecas 
dos músculos em atividade mudam drasticamente em 
comparação com as condições de repouso. Essas mudan- 
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ças ativam cascatas de sinalização celular, processos pelos 
quais uma única molécula pode gerar múltiplas molécu- 
las intracelulares efetoras, dentro das fibras musculares, 
com o objetivo principal de suprir a demanda energética 
do organismo.” 

Muitos desses sinais celulares acionados nos mús- 
culos em atividade influenciam a transcrição gênica.” 
Dentre as mudanças dos meios intrínseco e extrínseco, às 
quais o músculo esquelético está sujeito durante e após o 
exercício físico, têm-se as alterações neurais, as mecâni- 
cas, as metabólicas, as hormonais, as condições de hipó- 
xia e as mudanças de temperatura. Os efeitos dessas mu- 
danças durante e após o exercício físico ocorrem por meio 
da ativação de proteínas quinases regulatórias que adi- 
cionam grupos fosfatos a um substrato e a fatores de 
crescimento.?! 

A resposta molecular a mudanças ambientais não se 
resume à indução de uma molécula sinalizadora ou de 
um fator de transcrição, mas, até certo ponto, inclui a es- 
tabilização e a degradação mais lenta de compostos que 
costumam ser degradados rapidamente. O resultado é 
uma maior capacidade de influenciar a transcrição gêni- 
ca” e de provocar alterações estruturais e funcionais no 
organismo. 

Um fator relevante ao se investigar a resposta ao trei- 
namento em atletas de elite especialistas em provas de 
resistência aeróbia, por exemplo, é que o processo de ati- 
vação celular das moléculas sinalizadoras e dos fatores de 
crescimento é dependente da intensidade do exercício 
físico.” Além disso, várias dessas moléculas sinalizadoras 
podem ter diferentes isoformas que são influenciadas de 
maneira independente e específica em resposta a diferen- 
tes estímulos de treinamento.” Portanto, o principio da 
especificidade do treinamento é válido também em nível 
celular e molecular.” 

O entendimento da sinalização celular em nível mus- 
cular poderá auxiliar os cientistas do esporte a entender 
os fatores que conduzem um atleta ao sucesso esportivo. 
Estudos recentes em indivíduos fisicamente ativos de- 
monstraram que o pico de transcrição de determinados 
genes ocorre precocemente após apenas cinco dias de 
treinamento consecutivo.** Além disso, indivíduos trei- 
nados em resistência aeróbia têm níveis elevados de RNA 
mensageiro, responsável pela síntese proteica, o que está 
relacionado com a capacidade oxidativa muscular.” 

Evidências mostram que um grande número de ge- 
nes tem associação com fenótipos do desempenho físico 
e da condição de saúde. Os fenótipos de desempenho fi- 
sico, para os quais existe uma base genética, incluem a 
capacidade de resistência e de força muscular, o desem- 
penho muscular, os determinantes da estrutura ligamen- 
tar e tendinosa e a aptidão e a postura emocional para os 


treinamentos.” No entanto, é preciso ter em mente que, 
com milhões de SNP de interesse no genoma humano, os 
pesquisadores são frequentemente obrigados a priorizar 
um SNP, especialmente na fase exploratória de um estu- 
do genético. Portanto, nas Tabelas 32.1 a 32.3, estão apre- 
sentados resumos das variantes genéticas responsáveis 
pelo rendimento nas atividades predominantemente de 
resistência; aquelas relacionadas ao desempenho muscu- 
lar e ao rendimento nas atividades predominantemente 
de potência e força; e, por fim, as variantes associadas 
com o risco de tendinopatias e com a atitude e o perfil 
psicológico, respectivamente. 

Nesse contexto, serão abordados de forma mais apro- 
fundada alguns genes candidatos relacionados ao desem- 
penho esportivo de alto nível. Está bem estabelecido que 
o sistema renina-angiotensina-aldosterona desempenha 
papel relevante na homeostase dos fluidos corporais, sen- 
do a enzima conversora de angiotensina I (ECA) compo- 
nente central desse mecanismo.” A ECA é responsável 
pela degradação de cininas vasodilatadoras, promovendo 
a formação do agente vasoconstritor angiotensina II e de- 
gradando o peptídeo vasodilatador bradicinina. A angio- 
tensina II estimula a liberação de aldosterona, o que con- 
duz à retenção de sódio e água, influenciando o volume e 
a pressão sanguíneos.” Além disso, a ECA também é res- 
ponsável pela regulação das reações inflamatórias, do es- 
tímulo respiratório, da eritropoiese, da oxigenação teci- 
dual e da regulação da eficiência muscular. 

Algumas evidências mais contundentes sobre a in- 
fluência dos fatores genéticos sobre o desempenho físico 
e esportivo são decorrentes da pesquisa sobre os genes da 
ECA e da alfa-actinina-3 (ACTN3).>!-“! No que se refere 
ao gene da ECA, este é amplamente expresso nos tecidos, 
incluindo o músculo esquelético, e pode desempenhar 
papel metabólico importante durante o exercício físico. 
Ademais, a angiotensina II tem efeitos já conhecidos no 
metabolismo muscular,“ como um fator de crescimento 
necessário para a hipertrofia do músculo esquelético em 
resposta à carga mecânica.” 

Um SNP funcional no gene da ECA humana foi iden- 
tificado, no qual a presença (inserção — alelo I) ou ausén- 
cia (deleção — alelo D) de 287 pares de bases (pb) de um 
elemento repetitivo Alu no íntron 16 é associado a me- 
nor (I) ou maior (D) atividade enzimática da ECA®® e 
diferentes combinações desses dois alelos resultam em 
três genótipos, II, ID e DD. É importante destacar que a 
frequência desses três genótipos varia bastante de acordo 
com a etnia. Indivíduos homozigotos para inserção (II) 
do gene da ECA apresentam menor atividade enzimática, 
o que pode favorecer a prática de esportes de resistência 
aeróbia, em razão da melhora da função cardiovascular** 
e da eficiência muscular,)»? sendo a responsividade da 
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Tabela 32.1 Genes envolvidos no rendimento das atividades de resistência cardiorrespiratória 


Gene Função biológica Variação Identificação do polimorfismo 
ECA Regulação da pressão sanguínea, desempenho muscular e D N/D 
concentrações de lipídios e glicose ACE InDel 
E a N/D 
BDKRB2 Eficiência metabólica muscular -9/+9bp BDKRB2 
NOS3 Vasodilatação e suprimento de oxigênio aos tecidos 6894 > T rs1799983 
7 Angiogênese e eritropoiese, suprimento de oxigênio aos tecidos, taxa C5T 
HIE metabólica basal e taxa de recuperação fisiológica (P582 > S) o 
A-2578 > C rs699947 
VEGF Suprimento de oxigênio aos tecidos e angiogênese G-1154 >A rs1570360 
G-634 > C rs2010963 
EPOR Proliferação e diferenciação de eritroblastos e suprimento de oxigênio G6002 > A N/D 
aos tecidos (Try439 — Stop) EPOR 
= . Ear : C16>6 rs12788013 
HBB Adaptação cardiorrespiratória ao treinamento C551 ST rs11036351 
CHRM2 Recuperação da frequência cardíaca A616 > 6 rs324640 
= ; G>A 
PGC-1alfa Geração de energia (6482 — S) rs8192678 
PPARdelta Metabolismo de lipídios e carboidratos A294 > G rs2016520 
À ; Restrição Ncol 
CK-MM Consumo de energia pelos músculos A214 G rs1803285 
ACTN3 Contração muscular rápida Ca rs1815739 
(R577 — X) 
NRF2 Controle da expressão basal e induzida da resposta antioxidante, B E 


regulação da fisiologia e fisiopatologia da exposição a oxidantes 


Catálise da adição de monômeros de glicose na formação da molécula 
GYS1 de glicogênio por meio de ligações alfa-1,4-glicosideo, participação na - -— 
síntese da enzima glicogênio sintase muscular 


ADRbeta2 as 
respiratorias 


Regulação da função e responsividade da musculatura e função 


ACE InDel: enzima conversora de angiotensina | — inserção/deleção; ACTNS: gene da proteína alfa actinina-3; ADRbeta2 gene do receptor adre- 
nérgico do subtipo beta-2; BDKRB2Z gene do receptor de bradicinina do subtipo B2; CHRMZ: gene do receptor colinérgico muscarinico do subtipo 
2; CK-MM: gene da enzima creatina quinase muscular; ECA: gene da enzima conversora de angiotensina; EPOR: gene do receptor de eritropoietina; 
GYS1: gene da enzima glicogênio sintase; HBB: gene da hemoglobina; HIF-1alfa: gene do fator indutor de hipóxia 1-alfa; I/D: inserção/deleção; 
N/D: não disponível; NOS3: gene da enzima óxido nítrico sintase 3; NRF2 gene do fator nuclear eritroide 2; PGC-1alfa: gene do receptor ativado por 
proliferadores de peroxissomos do subtipo gama coativador 1-alfa; PPARdelta: gene do receptor ativado por proliferadores de peroxissomos do 
subtipo delta; rs: número de referência do polimorfismo; VEGF. gene do fator de crescimento endotelial vascular. Fonte: adaptada de Kambouris 


et al.” e Lippi et al.% 


aptidão aeróbia refletida pelo VO máx, o qual é determi- 
nado pelo gene ASSL1 e influenciado por 21 SNP? 

Já indivíduos homozigotos para deleção (DD) têm au- 
mento da atividade da ECA, com consequente aumento da 
angiotensina II, um fator de crescimento muscular que 
pode ser benéfico em esportes relacionados à força e à po- 
tência musculares,» para as quais a contribuição da here- 
ditariedade pode variar de 46 a 84%.? Além disso, curiosa- 
mente, o alelo I também tem sido relacionado com a 
tolerância à altitude, tornando-se um gene candidato ideal 
para ser estudado em atletas que residem em altitudes ele- 
vadas, dada a possibilidade de que o treinamento regular 


em condições de hipóxia poderia, parcialmente, explicar o 
sucesso esportivo em provas de resistência aeróbia. !0-5354 

A evidência de que o alelo I está associado com o de- 
sempenho em atividade de resistência aeróbia é prove- 
niente da observação da alta frequência desse alelo em 
corredores de elite de longas distâncias,” bem como em 
remadores.º Os achados que podem confirmar essas evi- 
dências referem-se à associação encontrada entre o alelo 
Ie o desempenho de atividades de resistência aeróbia em 
atletas olímpicos, uma vez que a sua frequência foi maior 
conforme aumentou a distância das provas, sendo, res- 
pectivamente, de 0,35, 0,53 e 0,62 para distâncias meno- 
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Tabela 32.2 Genes associados com desempenho muscular e rendimento nas atividades de potência e força 


Identificação do 


Gene Função biológica Variação polimorfismo 
ECA Regulação da pressão sanguínea, desempenho muscular e concentrações de lipídios e glicose I/D a 
NOS3 Vasodilatação e suprimento de oxigênio aos tecidos 6894 >T rs1799983 
HIF-1alfa Angiogênese e eritropoiese, in e re taxa metabólica basal e taxa de En 111549485 
ACTN3 Contração muscular rápida pen rs1815739 
AMPD1 Desempenho muscular 634 > A rs17602729 
DIO1 Regulação do hormônio da tireoide e força muscular C785 > T rs11206244 
MCT-1 Depuração do ácido lático e fadiga muscular A1470 >T rs1049434 
CK-MM Consumo de energia pelos músculos — — 
MLCK Participação na contração do músculo liso por meio da fosforilação, regulação da interação E = 
actina-miosina, participação na resposta inflamatória 
IGF-1 Crescimento e reprodução celular, regulação do crescimento muscular, participação na síntese de = = 


proteinas 


ACE InDel: enzima conversora de angiotensina | — inserção/deleção; ACTN3: gene da proteína alfa actinina-3; AMPD7: gene da adenosina mono- 
fosfato deaminase 1; CK-MM: gene da enzima creatina quinase muscular; DIOT: gene da iodotironina deiodinase tipo 1; ECA: gene da enzima con- 
versora de angiotensina; HIF-1alfa: gene do fator indutor de hipóxia 1-alfa; I/D: inserção/deleção; /GF-7: gene do fator de crescimento semelhante 
à insulina; MCT-1: gene do transportador de monocarboxilato tipo 1; MLCK: gene da cadeia leve de miosina; N/D: não disponível; NOS3: gene da 
enzima óxido nítrico sintase 3; rs: número de referência do polimorfismo. Fonte: adaptada de Kambouris et al.” e Lippi et al. 


Tabela 32.3 Genes associados ao risco de lesão (tendinopatias) e com a atitude e o perfil psicológico 


Gene Função biológica Variação Identificação do polimorfismo 
Risco de lesão 
COLialfal Formação de colágeno na cartilagem, osso, pele e tecido 62046 > T rs1800012 
conectivo 
COL5alfal Formação de colágeno na cartilagem, osso, pele e tecido Cais T 1312722 
conectivo 
MMP3 Colágeno: degradação de tecido conectivo em reparo de lesão A301> G rs679620 
Grupo sanguíneo ABO 
TNC 
Atitude e perfil psicológico 
5HTT 
BDNF 
UCP2 


5HTT: gene da proteína transportadora de serotonina; BDNF. gene do fator neurotrófico derivado do cérebro; COLIalfa1: gene da proteína do colá- 
geno tipo 1 subtipo alfa-1; COL5alfa 1. gene da proteína do colágeno tipo 5 subtipo alfa-1; MMPS: gene da proteína metalopeptidase da matriz 3; rs: 
número de referência do polimorfismo; TNC: gene da proteína tenascina C; UCP2: proteína desacopladora 2. Fonte: adaptada de Kambouris et al.” 


res que 200 metros, de 400 a 3.000 metros e maiores que 
5.000 metros.” O benefício proporcionado pelo alelo I 
no desempenho das atividades de resistência aeróbia po- 
de envolver alterações genótipo-dependentes na resposta 
cardiorrespiratória ao treinamento.” Por outro lado, exis- 
tem evidências que sugerem que o alelo D esteja associa- 
do com o desempenho atlético em atividades que exigem 
força e potência muscular. Myerson et al.” verificaram 


frequência aumentada do alelo D em velocistas de dis- 
tâncias menores que 200 metros, bem como em nadado- 
res de elite de provas de curtas distâncias, com duração 
inferior a um minuto.” Por outro lado, Jones et al.” pro- 
põem cautela, pois o polimorfismo I/D do gene da ECA 
não deve ser considerado um “gene essencial para o 
desempenho humano” mas um marcador modulatório, 
de tal forma que a alta frequência do alelo I seja mais 


observada, provavelmente, em atletas engajados em exer- 
cícios de resistência aeróbia e a alta frequência do alelo D 
seja encontrada em atletas praticantes de exercícios de 
força e potência. 

O sistema calicreína-cinina desempenha papel im- 
portante no sistema cardiovascular e na síntese da matriz 
extracelular pelos fibroblastos.” A ativação desse sistema 
induz a vasodilatação coronariana” e o aumento da pro- 
dução de óxido nítrico, um potente vasodilatador.*! Es- 
ses efeitos são mediados pelos receptores de cininas aco- 
plados à proteína G, o receptor induzido B1 e o receptor 
constitutivo B2. A bradicinina, um dos componentes desse 
sistema, é produzida na musculatura e atua via ligação ao 
receptor B2, que é codificado pelo gene BDKRB2, aumen- 
tando a captação de glicose muscular durante o exercício 
fisico. Uma variação no éxon 1 do gene do receptor B2, 
localizado no cromossomo 14 q32.1-q32.2, determina que 
a ausência de 9 pb (-9) ou a presença de 9 pb (+9) está 
associada à variação da atividade transcricional do gene. A 
deleção de —9 pb promove alta atividade transcricional,” 
gerando maior resposta ao agonista.™ Williams et al.º su- 
geriram que o alelo —9 está associado com a eficiência da 
contração muscular e a eventos de longa distância. Saun- 
ders et al. mostraram que o genótipo —9/-9 está associa- 
do ao alto desempenho de sujeitos que completaram a 
prova de triathlon ironman. 

É importante destacar que a ECA tem participação nes- 
ses mecanismos, pois cliva a angiotensina I em II, no siste- 
ma renina-angiotensina-aldosterona, e degrada a bradicini- 
na no sistema calicreína-cinina. Dessa forma, é importante 
associar o SNP I/D do gene da ECA às variações no metabo- 
lismo desses dois sistemas: tanto as concentrações de angio- 
tensina II e bradicinina quanto as respostas a esses peptí- 
deos vasoativos no sistema dependem do SNP da ECA.” 

Dentre os locais mais comuns de lesões musculoes- 
queléticas durante competições e até mesmo em ativida- 
des esportivas recreacionais estão os ligamentos e ten- 
dões.”º Relatou-se que lesões nos tendões correspondem 
a aproximadamente 30 a 50% de todas as lesões esportivas 
registradas,” sendo a do tendão calcâneo responsável por 
6 a 18% do total.” Diversas quimiocinas e seus receptores, 
relacionados a processos inflamatórios, são responsáveis 
por mecanismos de danos e reparo muscular. Nesse senti- 
do, a lesão muscular induzida por esforço físico resulta na 
liberação de substâncias intracelulares dos miócitos afeta- 
dos, como creatina quinase (CK), mioglobina, cálcio e 
potássio no sangue. Assim, um dos marcadores de lesão 
mais comumente utilizados e que reflete lesão muscular é 
a enzima CK.” Alguns indivíduos apresentam concentra- 
ção elevada de CK em resposta ao exercício físico, o que 
não é bem compreendido.” Tem-se sugerido que exista 
certa influência genética para a variação dessas concentra- 
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ções, fato que precisa ser mais explorado.” Um possível 
gene candidato é aquele que codifica a enzima CK, o qual 
é muito expresso no músculo esquelético, sendo impor- 
tante para o metabolismo e para a produção de energia.” 
A isoforma muscular da enzima CK (CK-MM) está loca- 
lizada na linha M do retículo sarcoplasmático das miofi- 
brilas.” Evidências sugerem que um SNP da CK-MM, 
localizado em uma região não codificadora conhecida 
como CK-MM-Ncol, pode contribuir para as diferenças 
observadas no desempenho físico." 7º 

Outro gene candidato estudado em atletas de alto 
rendimento é o gene da alfa-actinina-3 (alfa-ACTN3).*>280 
Um polimorfismo de interesse é o R577X, que se refere a 
uma troca de uma citosina por uma timina na posição 
1747 do éxon 16 no gene ACTN3. Essa alteração resulta na 
conversão do aminoácido arginina em um códon de ter- 
minação prematuro no resíduo 577, o que promove a tra- 
dução de uma forma não funcional da proteína alfa-acti- 
nina 3. Indivíduos homozigotos para o alelo variante X 
(XX) apresentam ausência total de alfa-actinina 3. O alelo 
variante X está presente em aproximadamente 18% da 
população mundial.*°* Particularmente, foi encontrada 
forte associação entre o polimorfismo R577X e o desem- 
penho geral de atletas de elite.” Em indivíduos que apre- 
sentam os genótipos 577RR ou 577RX, foi demonstrada 
associação com o bom desempenho atlético nas modali- 
dades predominantes de força, ou seja, dependentes das 
fibras musculares de contração rápida. Por outro lado, 
indivíduos carreadores do genótipo 577XX apresentam 
bom desempenho atlético em modalidades predominan- 
temente de resistência cardiorrespiratória, ou seja, depen- 
dentes das fibras musculares de contração lenta. 

Dessa forma, conhecendo as variantes genéticas que 
compõem o genótipo dos indivíduos, é possível estabelecer 
perfis genéticos, bem como propor estratégias de treina- 
mento físico que levem em consideração esse perfil. A Tabe- 
la 32.4 apresenta o exemplo de um indivíduo com perfil 
genético que favorece um bom desempenho aeróbio e de 
força muscular; e o Quadro 32.2, uma recomendação de 
treinamento baseada no perfil do DNA para as variantes 
genéticas associadas com o desempenho atlético. 

Por fim, Williams e Folland* recentemente criaram 
um modelo e uma ferramenta de abordagem poligênica 
para o desempenho esportivo, por meio de cálculo envol- 
vendo diferentes polimorfismos. Esses pesquisadores ten- 
taram prever a probabilidade de existir um sujeito com o 
perfil poligênico perfeito para o desempenho nas moda- 
lidades predominantemente de resistência. Tal perfil de 
excelência esportiva nessas modalidades foi obtido a par- 
tir da combinação teórica ótima de 23 polimorfismos em 
genes candidatos a influenciar a variabilidade individual 
de um ou mais traços fenotípicos. Essas variantes foram 
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Tabela 32.4 Indivíduo com perfil genético favorável para bom 
desempenho aeróbio e de força muscular 


Gene Genótipo Identificação do polimorfismo 
REA HD re 
BDKRB2 D/I RT 
NOS3 G/T rs1799983 
AJA rs699947 
VEGF A/A rs1570360 
C/C rs2010963 
EPOR AJA O 
atm C/C rs12788013 
C/C rs11036351 
CHRM2 A/A rs324640 
PPARgama-C1 6/6 rs8192678 
PPARdelta 6/6 rs2016520 
CK-MM T/T rs1803285 
ACTN3 C/T rs1815739 
HIF-1alfa T/C rs11549465 
AMPD1 G/G rs17602729 
DIO1 T/C rs11206244 
MCT-1 A/A rs1049434 


ACE InDel: enzima conversora de angiotensina | — inserção/deleção; 
ACTN3: gene da proteína alfa actinina-3; AMPD1: gene da adenosina 
monofosfato deaminase 1; BDKRBZ2: gene do receptor de bradicinina 
do subtipo B2; CHRMZ2: gene do receptor colinérgico muscarinico do 
subtipo 2; CK-MM: gene da enzima creatina quinase muscular; D/I: 
deleção/inserção; DIOT. gene da iodotironina deiodinase tipo 1; ECA: 
gene da enzima conversora de angiotensina; EPOR: gene do recep- 
tor de eritropoietina, HBB: gene da hemoglobina; HIF-Talfa: gene da 
enzima óxido nítrico sintase 3; I/D: inserção/deleção; MCT-1: gene do 
transportador de monocarboxilato tipo 1; N/D: não disponível; NOS3: 
gene da enzima óxido nítrico sintase 3; PPARgama-C1: gene do recep- 
tor ativado por proliferação de peroxissomos do subtipo gama; PPAR- 
delta: gene do receptor ativado por proliferação de peroxissomos do 
subtipo delta; VEGF gene do fator de crescimento endotelial vascular. 
Fonte: adaptada de Kambouris et al.” 


escolhidas com base em estudos anteriores sobre a asso- 
ciação global de populações caucasianas. Para a combina- 
ção alélica teoricamente “ótima” de um gene, foi dada 
uma pontuação de genótipo individual máximo de 2 
(versus 1 e O para os genótipos intermediário e desfavorá- 
vel, respectivamente). Os autores então combinaram to- 
das as pontuações individuais e criaram um escore total 
do genótipo, com um valor máximo possível, ou seja, 
correspondente ao “perfil poligênico ótimo” para as mo- 
dalidades predominantemente de resistência de 100. 


Além disso, determinaram estatisticamente que a proba- 
bilidade de um indivíduo existente no planeta com o es- 
core total do genótipo perfeito ou quase perfeito nas mo- 
dalidades de resistência seria de apenas 0,0005%.% É 
importante destacar que o mesmo grupo de pesquisado- 
res, recentemente, também estabeleceu um modelo de 
abordagem poligênica por meio do cálculo do escore to- 
tal do genótipo para o desempenho nas modalidades pre- 
dominantemente de potência e força.” 


GENÉTICA E MORTE SÚBITA EM ATLETAS 


A morte súbita relacionada ao esporte é considerada 
um evento que ocorre abruptamente em indivíduos apa- 
rentemente saudáveis em até 24 horas após o início dos 
sintomas. Na população geral, a morte súbita tem uma 
frequência de 1/1.000, mas aumenta de forma significati- 
va com a presença de doenças cardíacas mais graves.***? 

Em geral, a morte súbita relacionada ao esporte é 
um evento dramático e impactante que acomete jovens 
atletas (com menos de 35 anos de idade), tendo relação 
com gênero e idade, modalidade esportiva praticada e 
região demográfica.” No entanto, embora a morte súbi- 
ta de atletas não seja um evento frequente, na presença 
de certas doenças cardiovasculares, a exaustão física as- 
sociada à prática esportiva pode ser o “gatilho” para a 
ocorrência de arritmias letais e morte súbita causada por 
canalopatias, ou seja, doenças hereditárias associadas 
com modificações de genes que codificam proteínas de 
canais idnicos.***** Vale destacar que aproximadamente 
80% dos casos de morte súbita não traumática em atle- 
tas jovens são causados por anomalias estruturais cardía- 
cas e doenças cardiovasculares hereditárias que ocorrem 
durante ou imediatamente após as sessões de treinamen- 
to fisico.5* 

Entre as doenças estruturais que podem causar morte 
súbita em atletas, as mais comuns são a cardiomiopatia hi- 
pertrófica (40 a 50% dos casos) e a displasia arritmogênica 
do ventrículo direito. No entanto, existem algumas enfer- 
midades cardíacas que são geneticamente determinadas, 
com ou sem alterações morfológicas cardíacas importan- 
tes, que predispõem ao aparecimento de arritmias e morte 
subita.**°!? Essas doenças são produto de alterações no 
código genético de quatro grandes famílias de proteínas: 


E Proteínas do sarcômero, que geram força nos mió- 
citos cardíacos e são responsáveis pela cardiomiopatia 
hipertrófica.” 

E Proteínas do citoesqueleto, que transmitem força 
para as células adjacentes e podem causar cardiomiopatia 
dilatada.” 
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Quadro 32.2 Recomendação de treinamento com base no perfil do DNA para as variantes genéticas associadas com o desempenho atlético 


Recomendações de treinamento 


Treinamento para aumentar o desempenho anaeróbio 
alático. Aumentar o número de sessões de treinamento 
semanais de forma progressiva, mas rápida. Se 
necessário, enfatizar o treinamento para aumento 
da resistência aeróbia. Realizar alta frequência de 
treinamento de força com cargas submáximas 


Reavaliar o uso de substratos e a utilização de energia 
no ritmo de corrida em três intensidades diferentes 
(no limiar aeróbio e 5% abaixo e acima do limiar de 

lactato). Recalcular a energia individual e substratos 

(carboidratos, proteínas e lipídios) necessários para a 

distância específica de corrida 


Preparação física de longo prazo para alcançar a 
excelência técnica. Realizar muitos treinos com 
percursos e distâncias similares aqueles realizados 


Metabolismo aumentado de fibras musculares lentas e em competições. As vantagens na contração muscular 


rápida conferem maior risco de lesão muscular ao 
realizar exercícios com intensidade máxima. Realizar 
exercícios de intensidade submáxima ou aumentar 
progressivamente a intensidade do exercício 


Para aumentar a resistência, treinar por um 
longo período para alcançar o nível desejável de 
desempenho. Aumentar pausas durante o treinamento 


Aprimorar a remoção de lactato, aumentando a 
intensidade de treinamento para níveis moderados 
ou altos, pelo menos duas vezes por semana. Realizar 
recuperação ativa usando exercícios aeróbios com 
intensidade entre 50 e 60% da frequência cardíaca de 


Variante Genótipo Efeito sobre o desempenho esportivo 
ECA: In/Del DD Capacidade de resistência reduzida e desempenho 
muscular aumentado 
Adaptação cardiorrespiratória aumentada para o 
treinamento de resistência. Adaptação mais rápida 
HBB cc para o treinamento de resisténcia com melhora da 
C551 T economia de corrida. Menor necessidade de energia 
e poupador de glicogênio durante os eventos ou 
treinamento de longa distancia 
Produção aumentada de eritrócitos no sangue, o que é 
EPOR : Poe E 
vantajoso para provas de resistência. Adequação para 
G6002— A AA A ; ; oie 
esportes de resistência ou de caráter misto (aeróbio e 
(Try439— Stop) pis : E 
anaeróbio) ou para aqueles que exigem velocidade 
ACTN3 XX 
(R577 > X) força muscular reduzida 
CK-MM A A . 
Restrição de Ncol GG Músculos aa e de treinamento 
A214—> G 
MCT-1 Ju Depuração de lactato reduzida 


Fonte: adaptada de Kambouris et al.” 


E Proteínas que codificam canais iônicos, responsá- 
veis pela manutenção da homeostase de íons nos meios 
intra e extracelular e por arritmias de origem familiar.” 

E Proteínas desmossomais, que permitem a manu- 
tenção da estrutura e a comunicação intercelular. Há re- 
lação significativa entre os genes que codificam essas pro- 
teínas e certas doenças.” Por exemplo, alterações na 
troponina T podem causar cardiomiopatia dilatada e hi- 
pertrófica.” 


A morte súbita de atletas jovens sempre tem grande 
repercussão midiática. O monitoramento e a triagem 
cardiovascular dos atletas para prevenir a morte súbita 
tem sido tema de muitos debates. Por exemplo, nos Esta- 
dos Unidos, essa triagem é atualmente baseada na histó- 
ria e exame físico. Já o Comitê Olímpico Internacional 


reserva. Utilizar intervalos mais longos de recuperação 
durante o treino intensivo de acordo com o genótipo. 
Após lesão, prolongar o tempo para a reabilitação 
completa. Avaliar a taxa de remoção do lactato 
regularmente 


(COI) e a Sociedade Europeia de Cardiologia exigem ele- 
trocardiograma (ECG) dos atletas como parte de tria- 
gem.” Em razão do esforço extremo a que estão subme- 
tidos nos treinamentos e competições, é preciso que haja 
monitoramento e avaliações de pré-participação esporti- 
va, principalmente caso o enfoque seja treinar para com- 
petir em alto nivel." 

No entanto, as recomendações e diretrizes médicas de- 
pendem da natureza e da gravidade das anomalias e doen- 
ças cardiovasculares, bem como do tipo de esporte pratica- 
do. Possíveis aplicações da pesquisa genética nessa área são 
os testes genéticos para triagem de indivíduos com risco 
aumentado de morte súbita durante a prática esportiva.'” 
Isso poderia auxiliar na prevenção desse dramático e im- 
pactante evento associado ao esporte. Apesar do grave im- 
pacto psicológico, é recomendável a não participação do 
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indivíduo em modalidades competitivas, caso seja detecta- 
da a presença de doenças genéticas que possam causar ar- 
ritmias cardíacas, especialmente por conta das implicações 
que o aumento da descarga adrenérgica proporcionada 
pelo esforço físico pode causar ao organismo, pois ela pode 
ser o “gatilho” para arritmias potencialmente fatais. 


REALIDADE DO DOPING GENÉTICO 


O doping é convencionalmente considerado o uso 
antiético de substâncias ou métodos que têm como alvo 
as funções orgânicas, incluindo a cerebral, a metabólica, 
a cardiovascular, a respiratória, a hematológica e, mais 
recentemente, a genética.” O uso e o suporte teórico para 
o doping genético baseiam-se em conhecimentos advin- 
dos da utilização da terapia gênica para o tratamento de 
doenças. No entanto, uma manobra genética pode, por 
exemplo, restaurar a expressão proteica reduzida em in- 
divíduos com alguma doença, mas não aumentá-la na- 
queles saudaveis.**' Com o desenvolvimento da terapia 
gênica, surgiu o risco do uso não terapêutico de células, 
genes e elementos genéticos para melhorar o desempe- 
nho esportivo. Por isso, a Agência Mundial Antidoping, 
em 2003, decidiu abrir a discussão, proibir e tornar ilegal 
o doping genético." 

O doping genético pode ser definido como a inserção 
de genes no organismo de atletas. Seu objetivo é aumen- 
tar ou reduzir a expressão de uma ou mais proteínas em 
determinado tecido, visando aumentar o desempenho 
esportivo. Além disso, pode ser usado para acelerar a 
recuperação de tecido muscular, tendinoso, ósseo e/ou 
cartilaginoso, no caso de lesões. Por exemplo, um hal- 
terofilista pode ser submetido a um procedimento gené- 
tico para reduzir a expressão de miostatina, uma proteí- 
na que inibe o crescimento muscular e, com isso, ter 
maior massa muscular e apresentar alguma vantagem 
competitiva.! 

A realização do doping genético pode ser dividida em 
dois passos: primeiro, é preciso inserir o gene correspon- 
dente à proteína de interesse em uma estrutura de um 
DNA que possa ser injetado no núcleo das células huma- 
nas; depois, consiste em injetar o DNA modificado (com 
o gene que codifica a proteína de interesse) no organis- 
mo.'”!° O gene pode ser inserido no organismo e/ou nas 
células-alvo das seguintes formas: 


m Por meio de vírus. É preciso retirar as estruturas 
responsáveis pela capacidade de causar infecção, mas 
manter a capacidade do vírus de atingir o núcleo das cé- 
lulas, para que o gene de interesse seja incorporado ao 
núcleo das células-alvo ou do organismo que se deseja 
modificar, de tal forma que o vírus consiga utilizar o ma- 


quinário nuclear para viabilizar a expressão do novo gene 
inserido. 

E Lipossomos. O gene de interesse é conduzido ao 
núcleo das células-alvo utilizando-se da estrutura lipídi- 
ca dos lipossomos, o que lhes confere a capacidade de 
atravessar as membranas biológicas. 

E Arma gênica. Um plasmídeo com o gene de inte- 
resse é incorporado a ouro ou tungstênio e injetado no 
organismo por meio de uma arma gênica. 

m Microsseringas. A estrutura com o gene a ser mani- 
pulado é inserida nas células por meio de uma microsse- 
ringa com o auxílio de um microscópio. 


Cabe ressaltar que os dois últimos métodos são utili- 
zados em cultura de células. 

É preciso destacar que o doping genético pode expor 
os sujeitos a riscos como infarto do miocárdio, quando a 
terapia gênica visa aumentar a expressão de eritropoetina 
(EPO) pelo aumento da viscosidade sanguínea.” 

O doping genético ainda é difícil de ser detectado em 
exames antidoping convencionais. A dificuldade é que es- 
sa terapia é direcionada a um tecido específico e a apenas 
uma ou algumas proteínas.!* As possíveis proteínas com 
potencial de utilização para o doping genético menciona- 
das pela literatura são a EPO, o fator de crescimento se- 
melhante à insulina (IGF-1), o hormônio do crescimento 
(GH), a miostatina, o fator de crescimento do endotélio vas- 
cular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), 
a endorfina, a encefalina, a alfa-actinina 3 (alfa-ACTN3), o 
gene do receptor ativado por proliferação de peroxissomos 
do subtipo delta (PPARdelta) e a fosfoenolpiruvato carboxi- 
quinase citosólica (PEPCK-C).’” 

É preciso destacar que, para que o doping genético seja 
detectado, é necessário realizar procedimentos invasivos, 
como a biópsia muscular. Alternativa é a criação de um 
banco de dados genéticos dos atletas com os valores basais 
de RNA mensageiro ou proteínas-alvo da terapia gênica, 
buscando verificar a presença de variações bruscas nos va- 
lores, que indicariam a utilização do doping genético. No 
entanto, essa alternativa ainda é pouco viável, pois apresen- 
ta alto custo para a criação e manutenção do banco de da- 
dos; além disso, existe a possibilidade de o doping genético 
ser realizado em proteínas que não estejam catalogadas. ° 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


O sucesso esportivo é resultado de uma combinação 
multifatorial bem-sucedida. Dentre a miríade de fatores 
a serem considerados, tem-se a genética e suas interações 
favoráveis com o ambiente, o estilo e o histórico de vida, 
o perfil psicológico, o biotipo corporal, o tipo de treina- 
mento, a alimentação e os aspectos motivacionais. No 


entanto, é improvável que o desempenho excepcional 
dos atletas de elite seja apenas consequência de caracte- 
rísticas genéticas, pois o funcionamento do organismo é 
resultado da interação de múltiplos fatores genéticos 
com os inúmeros estímulos ambientais a que os indiví- 
duos estão expostos. Além disso, quando se fala do de- 
sempenho esportivo, é preciso considerar que os indiví- 
duos apresentam diferentes níveis de treinabilidade e 
responsividade aos mesmos estímulos. 

Já foram descritos polimorfismos associados ao de- 
sempenho físico, como à resistência cardiorrespiratória, 
à força muscular, aos traços de desempenho muscular e à 
intolerância ao exercício. Além disso, o número de poli- 
morfismos genéticos candidatos a explicar as variações 
individuais no desempenho esportivo só aumenta e os 
avanços da genética esportiva caminham paralelamente 
ao crescimento da complexidade e das diversidades entre 
os estudos, pois diferenças quanto ao gênero, aos grupos 
étnicos (ancestralidade) nos grupos estudados, assim co- 
mo as metodologias estatísticas utilizadas, dificultam a 
comparação de resultados. Uma vez que essas caracterís- 
ticas estão frequentemente associadas ao controle gênico, 
o conhecimento da frequência dessas alterações pode ser 
de grande valia na preconização de treinos, na escolha de 
exercícios a serem aplicados ao atleta ou mesmo na me- 
lhora da qualidade de vida. 

Outra situação que demanda atenção é a morte súbi- 
ta associada à prática esportiva. A morte súbita de atletas 
é um evento de grande impacto e repercussão na socieda- 
de. O monitoramento e a triagem cardiovascular pré-par- 
ticipação esportiva, para prevenir essa situação dramáti- 
ca, têm sido utilizados. Nesse sentido, os testes genéticos 
poderiam ser úteis na seleção e triagem de indivíduos 
com risco aumentado de morte súbita durante a prática 
esportiva. Caso seja detectada a presença de doenças ge- 
néticas que possam causar arritmias cardíacas, é recomen- 
dável não participar de exercícios físicos em nível compe- 
titivo, em razão da possibilidade de arritmias fatais. 

Adicionalmente, é preciso que os profissionais da 
área esportiva (técnicos, professores, treinadores, pesqui- 
sadores, fisiologistas etc.) estejam sempre atentos com 
relação à realidade cada vez mais palpável do doping ge- 
nético entre esportistas. Ao longo dos anos, com o apri- 
moramento da terapia gênica, surge também o risco da 
utilização não terapêutica com vistas a melhorar o de- 
sempenho esportivo. No entanto, é preciso cautela, pois 
os efeitos e riscos para o organismo e a saúde ainda são 
pouco conhecidos e é provável que os riscos superem os 
benefícios. 

Em conclusão, pode-se afirmar que a genética terá 
grande impacto no futuro da atividade esportiva, pois 
servirá para orientar de forma mais precisa a atividade 


Influência da genética no desempenho físico e esportivo 


física para iniciantes e, desta forma, favorecerá a adesão 
de praticantes. Também contribuirá para a preservação 
da integridade física e da longevidade esportiva dos atle- 
tas, bem como com a saúde e a qualidade de vida da po- 
pulação geral. Por fim, poderá auxiliar na identificação 
de possíveis atletas em risco de morte súbita, na desco- 
berta de talentos e na formação de atletas de elite. 
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INTRODUÇÃO 


O envelhecimento populacional é um fenômeno 
mundial. Em 1900, apenas 4,1% das 76 milhões de pes- 
soas nos Estados Unidos tinham 65 anos de idade ou 
mais e apenas 3,2% estavam na faixa etária de 85 anos ou 
mais. Em 1950, esses percentuais já haviam praticamente 
dobrado e mais de 8% da população total tinha 65 anos 
de idade ou mais. Em 2000, esse valor alcançou 12,6%. 
No Brasil, em 1980, o número de pessoas com 65 anos ou 
mais correspondia a 4%; em 2000, esse número aumen- 
tou para 5,8% e, em 2010, para 7,4%, demonstrando no 
país um ritmo semelhante de aumento quando compara- 
do ao restante da população mundial. Em 2025, espera-se 
que o Brasil seja o sexto país do mundo em número de 
idosos.! 

O envelhecimento é definido como o acúmulo de di- 
versas alterações deletérias que ocorrem em células e te- 
cidos do corpo com o avanço da idade, as quais são res- 
ponsáveis pelo aumento do risco de doenças e de morte. 
O envelhecimento, em termos evolutivos, não foi um 
evento esperado para a espécie humana, uma vez que, há 
alguns séculos, o tempo de vida não passava de 40 anos. 
O aumento na expectativa da vida humana pode ser ex- 
plicado em razão das transições demográfica e epidemio- 
lógica ocorridas no século XX e que continuam neste sé- 
culo, as quais trouxeram consigo mudanças na estrutura 
populacional mundial e permitiram o envelhecimento 
humano. Com a melhoria das condições sanitárias, a 
evolução dos tratamentos médicos, o surgimento das va- 
cinas, as novas tecnologias, entre outros fatores, o ser hu- 
mano passou a viver mais, apresentando expectativa de 
vida maior. Na natureza, entretanto, é muito raro encon- 
trar espécies que envelhecem, pois morrem cedo, vítimas 
de predadores, doenças, fome ou outras condições adver- 
sas com as quais se defrontam.? 


envelhecimento 


Márcia Regina Cominetti 


O envelhecimento em humanos está associado ao 
grande aumento da incidência de várias doenças crônicas 
não transmissíveis, incluindo doenças cardiovasculares, 
diabete melito tipo 2 e câncer, bem como de condições 
degenerativas, como a doença de Alzheimer, também co- 
nhecidas como condições relacionadas à idade. O enve- 
lhecimento, entretanto, não deve ser associado somente 
com características deletérias ou prejudiciais, embora 
existam, de fato, perdas fisiológicas nos diferentes siste- 
mas do organismo, inerentes ao processo de envelheci- 
mento. Ao contrário, o envelhecimento pode acontecer 
de maneira saudável. Esse tipo de envelhecimento é co- 
nhecido como senescência, ou seja, o conjunto de modi- 
ficações orgânicas decorrentes do processo natural de 
envelhecimento. A senescência implica perda progressiva 
da capacidade de adaptação do organismo mediante so- 
brecarga, com diminuição da reserva funcional, porém 
sem acarretar prejuízos marcantes à autonomia e à inde- 
pendência do indivíduo. Por outro lado, o envelhecimen- 
to pode estar relacionado com doenças, situação caracte- 
rizada como senilidade. A sobrecarga decorrente das 
doenças, somada à perda da capacidade de manutenção 
da homeostasia que ocorre normalmente no envelheci- 
mento, desencadeia no organismo prejuízos à autonomia 
e à independência. 

Apesar dos avanços das tecnologias relacionadas à 
saúde, as quais proporcionam o aumento da longevida- 
de, ao longo do ciclo vital ocorrem inúmeras alterações 
que frequentemente resultam na perturbação da ho- 
meostasia orgânica. Muitas dessas mudanças são geneti- 
camente controladas para acontecer e são responsáveis 
por grande parte dos efeitos deletérios observados no 
envelhecimento. Outras são influenciadas por fatores ex- 
ternos, como estilo de vida, alimentação e outros fatores 
ambientais. Embora o envelhecimento seja praticamente 
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um padrão entre os organismos eucarióticos, os meca- 
nismos moleculares subjacentes a esse processo conti- 
nuam sendo pouco compreendidos e amplamente inves- 
tigados. O envelhecimento ocorre, pelo menos em parte, 
como consequência dos ajustes necessários para a manu- 
tenção da homeostasia diante dos danos que acontecem 
ao longo do ciclo vital, associados à informação do geno- 
ma e a marcas epigenéticas. Este capítulo abordará os 
principais mecanismos moleculares e celulares relaciona- 
dos ao envelhecimento humano, com enfoque especial 
em aspectos da genômica nutricional. 


ASPECTOS BIOLÓGICOS BÁSICOS 
DO ENVELHECIMENTO 


Existem mais de 300 teorias que tentam explicar o 
processo de envelhecimento humano; entretanto, algu- 
mas questões ainda não são completamente compreen- 
didas, como por que o organismo envelhece ou quando 
se inicia, de fato, o processo de envelhecimento.* A ma- 
neira como o processo de envelhecimento ocorre é va- 
riável até mesmo entre os indivíduos de uma mesma 
espécie e também em diferentes órgãos de um mesmo 
organismo. Essa constatação deu origem ao desenvolvi- 
mento de diversas definições de envelhecimento bioló- 
gico que, apesar de divergirem em vários pontos teóri- 
cos, compartilham a noção de que se trata de perda 
progressiva da funcionalidade que acompanha a idade 
cronológica e resulta em maior vulnerabilidade às 
doenças, promovendo desequilíbrio na homeostasia 
corporal e tornando, por fim, o indivíduo mais suscetí- 
vel às doenças e à morte. Entretanto, a velocidade com 
que essas alterações ocorrerão em cada indivíduo de- 
pende da interação entre o genoma, os eventos epigené- 
ticos e os fatores ambientais. 

As teorias biológicas do envelhecimento foram clas- 
sificadas em diferentes tipos, como evolucionárias, fisio- 
lógicas, estruturais e funcionais. Outra classificação as 
define como programadas ou estocásticas.” Fatores esto- 
cásticos se referem àqueles que não seguem um padrão 
programado, sequencial ou coordenado, mas represen- 
tam eventos aleatórios, os quais surgem ao acaso e pro- 
movem os efeitos deletérios inerentes ao envelhecimento, 
como a quantidade de dano oxidativo a que uma célula é 
exposta ao longo de sua vida. Por outro lado, fatores pro- 
gramados representam alterações planejadas, sequenciais 
e coordenadas, quase sempre associadas ao código gené- 
tico, as quais culminam nos efeitos deletérios do envelhe- 
cimento, como polimorfismos genéticos que resultam 
em alteração da atividade de enzimas de reparo do DNA‘ 
e que são transmitidos aos descendentes. 


As principais teorias estocásticas e sistêmicas para o 
envelhecimento são apresentadas no Quadro 33.1. As 
teorias estocásticas referem-se às alterações pós-tradu- 
cionais em proteínas, ao dano oxidativo ocasionado por 
espécies reativas de oxigênio (ERO) e às mutações em cé- 
lulas somáticas. As mudanças pós-traducionais refe- 
rem-se principalmente à formação dos produtos finais de 
glicação avançada (AGE, advanced glycation end-pro- 
ducts), ou seja, ligação cruzada de açúcares e proteínas, 
em razão, principalmente, da hiperglicemia crônica co- 
mum no envelhecimento, favorecendo danos em proteí- 
nas importantes, tornando-as ineficazes e promovendo o 
surgimento de doengas.”* 


Quadro 33.1 Principais teorias estocasticas e programadas do 
envelhecimento 


Teorias Hipotese 
Estocásticas 
Alterações Alterações em proteínas, principalmente 


pós-traducionais 
em proteínas 


glicação, afetam sua atividade e a eficiência 
da célula 


A longevidade é inversamente proporcional 
à extensão do dano oxidativo e diretamente 
proporcional à atividade das defesas 


Dano oxidativo 
por espécies 


reativas de Paan 3 E 
ee antioxidantes. 0 envelhecimento é atribuido 
oxigénio f ale 
aos danos produzidos pelos radicais livres 
E Acúmulo de mutações em células somáticas ao 
Mutações - : E E 
e longo da vida altera a informação genética e 
somáticas Soa Ê 
reduz a eficiência da célula 
Programadas 
Encurtamento telomérico provoca perdas de 
Genéticas partes dos cromossomos e alterações nos 
padrões de expressão gênica 
Falhas no processo de morte celular 
Apoptose programada colaboram para o envelhecimento 


celular 


Estresse crônico leva ao colapso da 


Neuroendócrinas : a RE a 
homeostasia corporal, à senescência e à morte 


A teoria das mutações somáticas propõe que os da- 
nos contínuos ao DNA, causados por agentes exógenos, 
como radiação, luz ultravioleta, produtos químicos, e 
também por agentes endógenos, como ERO produzidas a 
partir do metabolismo celular, causam danos e mutações 
no DNA genômico. Embora as células apresentem meca- 
nismos eficientes de reparo de DNA, mutações ainda 
ocorrem ao longo do envelhecimento celular. Essa dina- 
mica resulta em acúmulo de erros que influenciam o pro- 
cesso de envelhecimento. As mutações são irreversíveis e, 
em muitos casos, prejudiciais para as células, e seu acú- 
mulo é a base da teoria das mutações somáticas do enve- 
lhecimento.” 


A teoria dos radicais livres foi primeiramente pro- 
posta por Denham Harman e, na década de 1970, foi 
reformulada por esse autor, considerando a produção 
mitocondrial de ERO. As ERO são espécies químicas 
altamente reativas, em virtude da presença de elétrons 
não pareados em sua camada orbital mais externa. Essas 
espécies são muito instáveis, podendo reagir com molé- 
culas orgânicas ou inorgânicas, incluindo proteínas, lipí- 
dios, carboidratos e ácidos nucleicos, oxidando-as e pre- 
judicando suas funções normais. Além disso, as ERO têm 
funções importantes e bem estabelecidas na fisiopatolo- 
gia de muitas doenças, incluindo câncer, hipertensão, 
aterosclerose e doenças neurodegenerativas."'! A pro- 
posta central da teoria do dano oxidativo por radicais li- 
vres é a de que o envelhecimento seria causado pelo efei- 
to deletério das ERO sobre o organismo. 

Dentre as teorias programadas, estão as genéticas, a da 
apoptose e as neuroendócrinas. As primeiras têm estrita 
relação com os telômeros, estruturas presentes nas extre- 
midades dos cromossomos, ricas em sequências TTAGGG 
repetitivas e não codificantes.” Em razão de uma limita- 
ção funcional da maquinaria de replicação do DNA celu- 
lar, a DNA polimerase não é capaz de duplicar totalmente 
as extremidades dos cromossomos, fazendo com que, a 
cada divisão celular, os telômeros sejam levemente encur- 
tados. Células que apresentam baixa taxa de divisão, como 
as ósseas, não sofrem tanto os efeitos desse encurtamento 
telomérico; entretanto, células que se renovam frequente- 
mente, portanto com altas taxas de divisão celular, como 
as do epitélio intestinal ou sanguíneas, são mais influen- 
ciadas pelo encurtamento dos telômeros.! 

A primeira ligação entre o comprimento dos telôme- 
ros e o processo de envelhecimento veio da observação de 
que fibroblastos humanos tinham telômeros menores 
conforme a idade do doador era maior e que, atingido de- 
terminado comprimento telomérico, havia perda da ca- 
pacidade proliferativa desses fibroblastos. Assim, haveria 
um “relógio biológico” determinando a senescência repli- 
cativa da célula. Em cultura de células de mamíferos, esse 
relógio ficou conhecido como limite de senescência de 
Hayflick,” que corresponde a aproximadamente 50 divi- 
sões celulares. Após esse limite, o encurtamento teloméri- 
co é tão grave que começa a danificar regiões do cromos- 
somo que codificam genes importantes para a célula e esta 
passa a não ser mais capaz de proliferar em cultura.'* Um 
forte argumento a favor dessa teoria é o fato de que células 
tumorais são imortais e apresentam telomerase ativa, re- 
pondo sempre a perda telomérica, o que não acontece em 
células somáticas.'”?! A telomerase é uma ribonucleopro- 
teína que utiliza a sua subunidade RNA como molde para 
a síntese de DNA telomérico nas extremidades de cromos- 
somos eucariontes, enquanto o seu componente proteico 
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atua como polimerase. Esse processo ocorre para com- 
pensar a incapacidade de DNA polimerases convencionais 
em replicar completamente as extremidades do DNA.” O 
estudo dessa interessante enzima rendeu aos pesquisado- 
res Elizabeth Blackburn, Carol Greider e Jack Szostak o 
prêmio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 2009.” 

A teoria da apoptose afirma que falhas nesse meca- 
nismo promovem o envelhecimento. A apoptose é um 
processo de morte celular programada fundamental e 
inerente a todas as células do corpo humano. Ela desem- 
penha papel crítico em diversos processos fisiológicos, 
bem como em condições patológicas. A morte celular 
programada mantém a homeostasia pela eliminação 
controlada das células que não são mais necessárias ao 
organismo ou que sofreram algum dano. Um argumento 
a favor dessa teoria é o de que células tumorais possuem 
estratégias para burlar o processo apoptótico, impedindo 
sua morte e resultando no desenvolvimento de câncer, 
doença comum no envelhecimento.” 

Por fim, as teorias neuroendócrinas relacionam con- 
centrações elevadas de hormônios, como o cortisol, e de 
citocinas pró-inflamatórias com o estresse crônico ao lon- 
go dos anos e seus efeitos em condições de maior susceti- 
bilidade a infecções, comprometimento cognitivo, fragili- 
dade, entre outras condições, comuns no envelhecimento.” 

Acredita-se que o processo de envelhecimento ocorra 
por meio da cooperação entre as diferentes teorias propos- 
tas. Assim, organismos com constituição genética que pro- 
picie melhor adaptação ou que sofrem exposição menos 
exacerbada aos fatores extrínsecos prejudiciais podem ma- 
nifestar menores déficits celulares, o que retardaria o pro- 
cesso de envelhecimento celular e sistêmico. A exposição a 
fatores estocásticos, como a alimentação adequada e a res- 
trição calórica, e fatores sistêmicos, como (nutri)genéticos 
e/ou epigenéticos, pode influenciar grandemente não so- 
mente a longevidade, como também a qualidade de vida. 
A seguir serão descritas as principais relações entre nutri- 
genética, aspectos nutricionais e envelhecimento humano. 


RELAÇÕES ENTRE NUTRIGENÉTICA, SISTEMA 
ANTIOXIDANTE, RESTRIÇÃO CALÓRICA E 
ENVELHECIMENTO 


As respostas fisiológicas de um indivíduo para dife- 
rentes condições, desde o metabolismo de nutrientes até 
o envelhecimento, são moduladas por seus genes. Com o 
sequenciamento do genoma humano, o número de genes 
encontrados foi de aproximadamente 25 mil. Entretanto, 
esse número é considerado baixo, dada a complexidade 
de fenótipos fisiológicos e patológicos existentes no ser 
humano. Desse modo, existe a hipótese de que as varia- 
ções nos padrões de expressão gênica, em vez da expres- 
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são de genes diferentes, estariam relacionadas à comple- 
xidade e à variação de fenótipos em humanos.” Além dos 
diferentes padrões de expressão gênica, existem também 
as variações genéticas, representadas, principalmente, 
pelos polimorfismos, os quais incluem segmentos aleato- 
riamente repetidos, grandes ou pequenas deleções de 
segmentos gênicos, inserções e duplicações gênicas e po- 
limorfismos de nucleotídeo único (SNP). 

Os fatores genéticos contribuem com cerca de 25% 
para a variação no tempo de vida. Acredita-se que essa 
contribuição seja mínima antes dos 60 anos e mais im- 
portante a partir dos 85 anos de idade.” As doenças crô- 
nicas do envelhecimento estão fortemente associadas 
com aumento da taxa metabólica basal, estresse oxidati- 
vo, elevação crônica da inflamação de baixo grau, muta- 
ções acumuladas e aumento dos níveis de danos no DNA. 

A principal fonte de ERO nas células é a mitocôn- 
dria. Uma das funções das mitocôndrias no metabolis- 
mo celular inclui a fosforilação oxidativa para produção 
de ATP. Durante a respiração celular, enzimas oxidativas 
podem estimular a produção de ERO, como moléculas 
de superóxido (O,*), peróxido de hidrogênio (H,O,) e 
hidroxila (OH’). Um estado crônico de estresse oxidati- 
vo pode existir nas células em razão do desequilíbrio en- 
tre substâncias pró-oxidantes e antioxidantes. O estresse 
oxidativo aumenta conforme o organismo envelhece e é 
tido como importante fator causal de envelhecimento.” 
A ingestão alimentar excessiva causa sobrecarga de ativi- 
dade mitocondrial, a qual está associada a maior produ- 
ção de ERO. Nesse sentido, a restrição calórica evita ou 
diminui a produção de ERO, promovendo efeitos positi- 
vos em relação à longevidade. A restrição calórica é defi- 
nida como uma diminuição no consumo de energia 
abaixo da quantidade de calorias que seria consumida em 
relação à necessidade energética diária individual estima- 
da, representada por uma redução de 10% em humanos 
e, geralmente, de 20% em roedores.’ A descoberta feita 
por McCay et al.” em 1935 — de que a restrição calórica 
abaixo da quantidade necessária para a manutenção do 
peso, mas contendo quantidades adequadas de nutrien- 
tes essenciais, pode retardar o processo de envelhecimen- 
to e marcadamente estender a longevidade — uma das 
mais importantes descobertas científicas relacionadas 
com a saúde do século XX.” Desde então, centenas de 
estudos estabeleceram que a restrição calórica retarda o 
envelhecimento.” 

A capacidade de estender a vida útil máxima usando 
a restrição calórica é altamente reprodutível; a extensão 
do efeito depende do modelo, mas pode atingir aumento 
de até 60% na longevidade em roedores, nos modelos mais 
extensivamente estudados.” A restrição calórica também 
mostrou prolongar a longevidade de organismos muito 


diversos, como leveduras, vermes, moscas, peixes e maca- 
cos.” Em estudo longitudinal que durou 20 anos, maca- 
cos mantidos em restrição calórica tiveram redução 
(50%) da incidência de mortes relacionadas ao envelheci- 
mento quando comparados ao grupo que se alimentou ad 
libitum (80%). A longevidade foi atribuída a redução de 
doenças associadas com a idade, incluindo diabete, cân- 
cer, doenças cardiovasculares e atrofia cerebral.” 

Com base em dezenas de estudos realizados em mode- 
los animais ao longo das últimas décadas, o impacto da 
restrição calórica sobre o processo de envelhecimento e a 
longevidade foi bem delineado; contudo, os mecanismos 
moleculares associados aos seus efeitos na longevidade 
ainda não são completamente compreendidos. Algumas 
teorias têm sido propostas para explicar os efeitos da restri- 
ção calórica na longevidade. Durante a restrição calórica 
ocorre redução da concentração de glicose no sangue, o 
que provoca diminuição da produção de insulina pelo 
pâncreas e, consequentemente, redução do depósito de te- 
cido adiposo, principalmente do tecido adiposo branco.” 
O tecido adiposo branco, além de estocar lipídios, é um 
órgão endócrino que produz hormônios e adipocitocinas 
ativos em todo o organismo, como o fator de necrose tu- 
moral (TNF-alfa), a resistina, a adiponectina e a leptina.” 
A diminuição do depósito de tecido adiposo branco pode 
modificar o padrão de secreção desses hormônios, com li- 
beração de maior quantidade de adiponectina e menor de 
TNF-alfa e melhora na sensibilidade à insulina em diversos 
tecidos, como o muscular e o hepático.” Essas mudanças 
metabólicas poderiam atuar favorecendo a longevidade. 

Outra hipótese que tenta explicar os efeitos da restri- 
ção calórica na longevidade é a da redução da produção de 
ERO e consequente atenuação dos danos oxidativos. De 
todo o oxigênio utilizado pelas células na respiração, cerca 
de 2% dos átomos ficarão apenas parcialmente reduzidos 
por aceitar um só elétron. As principais ERO resultantes 
são muito reativas e oxidam parcialmente outras molécu- 
las próximas, como lipídios, proteínas ou ácidos nucleicos, 
danificando-as. Além disso, as ERO ativam o fator nuclear 
kappa B (NF-kB), responsável pela transcrição de genes 
que codificam proteínas com ação pró-inflamatória, co- 
mo T'NF-alfa e interleucinas 1, 2 e 6.7 Os danos gerados 
pelo estresse oxidativo, como a ativação da transcrição de 
genes pró-inflamatórios, estão fortemente relacionados ao 
envelhecimento e à patogênese de diversas doenças crôni- 
cas não transmissíveis, como aterosclerose, diabete tipo 2, 
alterações neurodegenerativas e câncer. O mecanismo pe- 
lo qual a restrição calórica atua na diminuição da forma- 
ção das ERO ainda não está estabelecido; no entanto, pa- 
rece atenuar os danos oxidativos por meio da redução da 
expressão e da ativação do NF-kB. Além disso, a restrição 
calórica melhora o sistema de reparo do DNA celular.” 


Outras teorias que tentam explicar a relação entre 
restrição calórica e longevidade se baseiam na regulação 
de vias de sinalização celular. Uma das primeiras molécu- 
las de sinalização relacionadas à restrição calórica foi a 
proteína quinase A (PKA), via AMP cíclico (AMPc). Bai- 
xas concentrações de glicose promovidas pela restrição 
calórica alterariam essa via e teriam efeitos benéficos na 
longevidade.” Outra via de sinalização relacionada à lon- 
gevidade, primeiramente descrita em leveduras, é a das 
sirtuínas (SIRT).” Em mamíferos, a restrição calórica au- 
menta as concentrações e a expressão da desacetilase de 
histonas SIRT1, que apresenta ação biológica relaciona- 
da com a atividade de importantes reguladores de trans- 
crição no metabolismo energético, como FOXO1 (forkhead 
transcription fator), receptores ativados por prolifera- 
dor de peroxissomos alfa e gama (PPAR-alfa e PPAR-ga- 
ma, respectivamente) e coativador 1 alfa do PPAR-gama 
(PGC- lalfa).“° No fígado, a SIRT1 desacetila e ativa a trans- 
crição do PGC-lalfa, o qual interage com FOXO1 que, por 
sua vez, induz a ativação da gliconeogênese e diminui a gli- 
cólise. Nos músculos, a SIRT1 ativa o PGC-lalfa, induzin- 
do a biogênese mitocondrial e aumentando a oxidação de 
ácidos graxos.‘' No tecido adiposo branco, a SIRT1 reduz a 
atividade transcricional do PPAR-gama, promovendo o 
aumento da mobilização de gordura e a diminuição da adi- 
pogênese.” As SIRT3 e SIRT4 parecem desempenhar pa- 
péis importantes no funcionamento da mitocôndria. Na 
restrição calórica, ocorre a ativação da nicotinamida fosfo- 
ribosil transferase (NAMPT), que catalisa a síntese de nico- 
tinamida adenina dinucleotídeo (NAD). Concentrações 
elevadas de NAMPT causam o aumento mitocondrial de 
NAD*, o que promove a proteção contra o estresse oxidati- 
vo e a morte celular.” O papel preciso das SIRT na regula- 
ção da longevidade ainda não está totalmente elucidado, 
mas os estudos realizados até o momento apontam para 
um papel importante dessas moléculas. 

A restrição calórica exerce também seus efeitos ini- 
bindo a apoptose.*'! Nesse contexto, a proteína p53, que 
atua como fator de transcrição, tem papel notável na re- 
gulação da morte celular. Em resposta a sinais de estresse, 
ela regula seletivamente um conjunto de genes-alvo e de- 
sencadeia processos de proteção ao DNA e aos órgãos e 
tecidos, incluindo parada do ciclo celular, indução da 
apoptose e/ou senescência, desempenhando, dessa for- 
ma, seu papel como supressor tumoral. A descoberta da 
p53 em organismos que não desenvolvem câncer, como 
vermes, despertou para outras possíveis funções dessa 
proteína, incluindo envelhecimento e longevidade em 
humanos. A diminuição da expressão de p53 promovida 
pela SIRT1 pode afetar a longevidade por regular negati- 
vamente os processos de apoptose celular e senescência 
replicativa.“ Outra proteína importante que influencia a 
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apoptose é a FOXO1, codificada pelo gene de mesmo no- 
me (FOXO1), o qual tem sua transcrição influenciada 
pela desacetilação de histonas mediada pela SIRT1, com 
consequente redução de sua expressão, o que reprime a 
apoptose.“ A SIRT1 pode, ainda, desacetilar as histonas 
do gene que codifica a proteína reparadora de DNA, 
Ku70, o que faz com que a proteína pró-apoptótica Bax 
seja inativada, resultando em inibição da apoptose.” 

Embora essas hipóteses sejam aceitáveis, o papel dos 
SNP em genes relacionados a enzimas antioxidantes e à 
restrição calórica também deve ser considerado, pois eles 
podem ter participação importante no envelhecimento, 
retardando ou acelerando o processo. Diversos SNP re- 
lacionados à restrição calórica, à produção de ERO e 
ao envelhecimento têm sido descritos. A proteína CEBPA 
(CCAAT/enhancer-binding protein alpha) é um fator de 
transcrição envolvido no metabolismo lipídico e de gli- 
cose e na adipogênese, favorecendo a diferenciação de 
pré-adipócitos em adipócitos. Carreadores do alelo A em 
relação ao SNP rs12691 (G>A) no gene CEBPA exibem 
alterações no metabolismo da glicose e menor concentra- 
ção de colesterola nas lipoproteínas de alta densidade 
(HDL-c) em comparação com os homozigotos G/G. Es- 
tudo demonstrou que a restrição calórica é capaz de re- 
duzir a expressão de CEBPA em pacientes com síndrome 
metabólica e que tais efeitos estão relacionados ao SNP 
rs12691.*8 

O gene PPARG também é influenciado pela restrição 
calórica. Um estudo realizado com 95 mulheres japone- 
sas que receberam alimentação nutricionalmente equili- 
brada durante 14 semanas, mas com restrição calórica 
(1.200 kcal/dia), mostrou que seis SNP do gene PPARG 
(1s2959272, rs1386835, rs709158, rs1175540, rs1175544 e 
rs1797912) foram significativamente associados com a 
redução de peso, sendo o rs1175544 o que apresentou a 
associação mais forte.” 

Os SNP rs4880 (47T>C, Vall6Ala) e 1rs1050450 
(593C>T, Prol98Leu), relacionados aos genes que codifi- 
cam as enzimas superóxido dismutase dependente de 
manganês (MnSOD) e glutationa peroxidase 1 (GPx1), 
respectivamente, estão associados com doenças relacio- 
nadas à idade, como câncer e doenças cardiovasculares, e 
parecem influenciar as atividades das proteínas codifica- 
das. Um estudo realizado por Soerensen et al.” genoti- 
pou os SNP em 1.650 indivíduos com idades de 92 a 93 
anos, pertencentes a uma coorte dinamarquesa iniciada 
em 1905, e investigou a associação destes com o envelhe- 
cimento e a longevidade. Os resultados do estudo mos- 
traram diminuição da mortalidade entre indivíduos que 
carreavam o alelo C referente ao SNP MnSOD rs4880 ou 
o alelo T em relação ao polimorfismo GPx1 rs1050450. 
Além disso, o estudo verificou efeito sinérgico dos alelos 
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variantes, ou seja, a presença de ambos foi mais eficaz 
para a longevidade, demonstrando que SNP relaciona- 
dos à MnSOD e à GPx1 podem estar associados ao enve- 
lhecimento e à longevidade. 

Os habitantes de Okinawa, no Japão, são de especial 
interesse em relação a nutrigenética e envelhecimento, 
pois representam a população com maior longevidade 
no mundo. O perfil de doenças crônicas da população de 
idosos de Okinawa é impressionante, com mortalidade 
80% e 40% inferior por doenças coronarianas e câncer, 
respectivamente, em comparação à população dos Esta- 
dos Unidos.” O fenômeno do envelhecimento saudável 
em Okinawa pode ser atribuído aos fatores nutricionais e 
à restrição calórica. Além da restrição calórica, as pro- 
priedades de determinados alimentos da alimentação 
tradicional de Okinawa estão recebendo cada vez mais 
atenção, pois vários desses alimentos podem mimetizar 
os efeitos biológicos da restrição calórica." Os itens po- 
pulares no padrão alimentar de Okinawa que podem ser 
considerados miméticos da restrição calórica são bata- 
ta-doce (polpa, pele e folhas), melão amargo, açafrão, 
gengibre, artemísia (Artemisia vulgaris), pimentão (Piper 
hancei) e alimentos marinhos ricos em carotenoides. O 
clima em Okinawa parece também ter efeito importante. 
Os compostos miméticos de restrição calórica são sinte- 
tizados pelas plantas para auxiliar no combate aos radi- 
cais livres formados em razão dos extremos de calor, frio 
ou luz ultravioleta. Como o sol em Okinawa é particular- 
mente forte, muitas plantas cultivadas localmente con- 
têm altas quantidades desses compostos bioativos.? 

Pesquisas recentes identificaram possíveis mecanismos 
biológicos pelos quais a restrição calórica e seus miméticos 
podem agir em seres humanos.” Uma das vias mais pro- 
missoras é a de sinalização da insulina-fator de crescimen- 
to semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1). O FOXO3 é um 
importante gene regulador da via insulina-IGF-1. Ele atua 
como fator de transcrição que induz alterações na expres- 
são de muitos genes-alvo em resposta ao estresse biológico 
e é regulado positivamente pela restrição calórica e seus 
miméticos, o que aumenta a resistência ao estresse e im- 
pacta positivamente na longevidade. 


EPIGENÉTICA E ENVELHECIMENTO 


Além dos fatores até aqui descritos, outros aspectos 
também influenciam o envelhecimento. A sequência de 
nucleotídeos no DNA genômico, a qual forma o conjunto 
de genes do ser humano, não é a única informação gené- 
tica nas células. Informações estáveis que não envolvem 
mudanças na sequência de nucleotídeos do DNA e que 
são transmitidas às células-filhas também contribuem pa- 
ra a passagem de informação durante a divisão celular e 


são denominadas marcas epigenéticas. O termo epigenéti- 
ca refere-se ao estudo dessas alterações estáveis na expres- 
são gênica, as quais são influenciadas por fatores ambien- 
tais ou externos ao organismo, como o estilo de vida e a 
alimentação. Os eventos epigenéticos podem se referir ao 
padrão de metilação do DNA; às modificações em histo- 
nas, incluindo metilação, acetilação e fosforilação, o que 
influencia as modificações estruturais da cromatina; e à 
regulação da tradução mediada por microRNA.* 

Evidências sugerem que as alterações do padrão de 
metilação do DNA em loci gênicos específicos podem 
desempenhar papel essencial na longevidade promovida 
pela restrição calórica.” A metilação do DNA é uma das 
mais importantes modificações epigenéticas e ocorre, 
principalmente, em resíduos dinucleotídicos de citosina e 
guanina (CpG), os quais são frequentemente agrupados 
em ilhas nos sítios regulatórios de promotores gênicos. 
Em geral, a quantidade de metilação de uma sequência de 
DNA está inversamente correlacionada com a ativação 
desse gene. Os grupos metil nos dinucleotídeos CpG po- 
dem recrutar várias proteínas do complexo de transcri- 
ção, incluindo fatores de transcrição sensíveis à metilação 
e proteínas de ligação responsivas a grupos metil que es- 
tão frequentemente associadas com silenciamento gêni- 
co.” Portanto, fatores epigenéticos, como a metilação do 
DNA, desempenham papel importante na regulação da 
expressão gênica, na manutenção da integridade e estabi- 
lidade do DNA em muitos processos biológicos, como no 
desenvolvimento normal e no envelhecimento. 

Durante o processo de envelhecimento, há perda pro- 
gressiva da capacidade de homeostasia e perda da integri- 
dade da cromatina, predominantemente em consequên- 
cia de padrões de expressão gênica alterados.” Uma vez 
que a restrição calórica induz uma série de respostas me- 
tabólicas, a regulação eficaz dos processos metabólicos 
para se adaptar a essa mudança poderia ser outro 
importante mecanismo subjacente ao efeito da ingestão 
reduzida de calorias sobre a longevidade. Intervenções de 
restrição calórica em seres humanos obesos revelaram que 
dietas hipocalóricas provocam alterações no padrão de me- 
tilação do DNA em genes específicos, como ATPIOA, WTI 
e TNFA, as quais poderiam ser utilizadas como indicadoras 
precoces de resposta aos efeitos metabólicos e como predi- 
toras de resultados em programas de redução de peso.” 

As modificações em histonas são outro exemplo de 
alterações epigenéticas que podem ocorrer em resposta à 
restrição calórica. Essas modificações afetam a estrutura 
básica da cromatina, o nucleossomo, o qual consiste em 
146 pares de bases de DNA enrolado em torno de um 
octâmero de histonas, ou seja, quatro pares das histonas 
H2A, H2B, H3 e H4. Na maioria dos casos, mudanças 
como acetilação, metilação, ubiquitinação e ribosilação 


de ADP ocorrem no grupo N-terminal de resíduos de li- 
sinas nas histonas, mas as principais alterações epigenéti- 
cas nessas proteínas são acetilação e desacetilação. Tais 
modificações estão associadas tanto com a ativação 
quanto com a repressão da transcrição gênica. A combi- 
nação de modificações nas histonas altera a configuração 
do nucleossomo para um estado de cromatina mais ou 
menos relaxada, o que pode determinar o seu nível de 
compactação e, assim, o grau de atividade transcricional 
do gene.” 

Enzimas que promovem a desacetilação de histonas 
são chamadas de histonas desacetilases (HDAC). Rela- 
tou-se que a atividade de HDAC aumentou durante ex- 
perimentos de restrição calórica, sugerindo que a desace- 
tilação global pode ser um mecanismo de proteção contra 
modificações nutricionais prejudiciais que influencia o 
processo de envelhecimento. Em locais com alta ativi- 
dade de HDAC1, como nas regiões promotoras dos genes 
que codificam a p16'** e a transcriptase inversa da telo- 
merase humana (hTERT), a qual é um fator determinante 
da atividade da telomerase e está intimamente relacio- 
nada com a regulação do envelhecimento, a maior expres- 
são desses dois genes parece contribuir para a longevidade 
em condições de restrição calórica. 

A SIRTI, já citada anteriormente, é uma proteína da 
família das HDAC que tem importante papel na longevi- 
dade induzida por restrição calórica. A SIRT1 huma- 
na mantém o silenciamento da cromatina, desacetilando 
as histonas 3 e 4 (H3 e H4) nos resíduos de lisina 16 e 9, 
respectivamente. Entretanto, ela não desacetila somente 
histonas, mas uma variedade de substratos, como fatores 
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de transcrição e proteínas regulatórias envolvidas em 
múltiplas vias relacionadas a processos fisiológicos e me- 
tabólicos que contribuem para a longevidade via restri- 
ção calórica.“ 

Enzimas que promovem a metilação de histonas tam- 
bém estão envolvidas em alterações epigenéticas e in- 
fluenciam a expressão gênica.“ Em contraste com a aceti- 
lação de histonas, que está sempre associada a um estado 
relaxado ou aberto da cromatina e à subsequente ativação 
gênica, a metilação de histonas apresenta padrões de asso- 
ciação com proteínas específicas, as quais reconhecem es- 
sa marcação e, assim, promovem tanto o silenciamento 
quanto a ativação gênica. Resíduos de lisina nas histonas 
podem ser mono, di ou trimetilados e a ativação ou re- 
pressão depende do resíduo de lisina particular que é mo- 
dificado.® Estudos demonstram que as modificações de 
metilação em histonas também podem regular o envelhe- 
cimento pela ativação da transcrição de genes que codifi- 
cam as proteínas p16** e hTERT, contribuindo assim 
para a longevidade promovida pela restrição calórica em 
células humanas.” A Figura 33.1 resume os efeitos sistê- 
micos da restrição calórica. 

As vias reguladas por mecanismos epigenéticos que 
podem ser responsáveis pela longevidade induzida pela 
restrição calórica ainda são pouco conhecidas. Novas in- 
vestigações nessa área em particular podem resultar em 
perspectivas promissoras no desenvolvimento de aborda- 
gens clínicas preventivas ou terapêuticas para doenças 
degenerativas relacionadas à idade. 
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Figura 33.1 Efeitos da restrição calórica sobre a redução de doenças relacionadas com a idade e aumento da longevidade. ATP: trifosfato de ade- 
nosina; FOXO: forkhead transcription factor, HDAC: desacetilase de histona; IGF-1: insulin-like growth factor 1; MAPK: mitogen-activated protein 
kinases; SIRT1: sirtuína 1. Fonte: adaptada de Daniel e Tollefsbol.” 
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INFLUÊNCIA DA SUPLEMENTAÇÃO NUTRICIONAL 
NA MODULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA NO 
ENVELHECIMENTO 


Atualmente, existe grande preocupação com a ali- 
mentação saudável e com a busca de diferentes estratégias 
que possam atuar no combate ao envelhecimento e na re- 
dução do risco de doenças. Estudos evidenciam que al- 
guns compostos bioativos de alimentos (CBA) apresen- 
tam potencial para a redução do risco de doenças crônicas 
relacionadas ao envelhecimento, embora tais compostos 
não sejam considerados nutrientes essenciais. Em sua 
maioria, os CBA são metabólitos secundários de plantas, 
os quais estão presentes em grande variedade de alimen- 
tos, incluindo frutas, legumes, cereais, nozes e cacau, bem 
como em bebidas como sucos, chás, café e vinho.” 

Há três principais categorias de CBA: polifenóis, gli- 
cosinolatos e carotenoides. Cada categoria de CBA apre- 
senta subgrupos; os polifenóis, por exemplo, dividem-se 
em flavonoides, ácidos fenólicos, estilbenos e lignanas. 
Os flavanóis do chá, as isoflavonas da soja, as antociani- 
nas das frutas vermelhas e o resveratrol da uva encon- 
tram-se na categoria dos flavonoides.” 

A seguir será feita uma breve descrição de estudos 
relatados na literatura acerca da relação entre os princi- 
pais CBA e sua atuação como moléculas antienvelheci- 
mento por meio da modulação da expressão gênica. 


Resveratrol 


Esta molécula é um pequeno polifenol encontrado em 
uvas, vinho tinto, amêndoas, frutas vermelhas, cacau e no 
heléboro, uma planta da família das Ranunculaceas, nati- 
vas da Europa e Asia.” Um estudo pioneiro realizado em 
1992 mostrou o paradoxo epidemiológico de que os fran- 
ceses, mesmo consumindo alimentação rica em gordura 
saturada e vinho tinto, apresentavam menor incidência de 
doenças coronarianas e maior longevidade, embora esteja 
bem estabelecido que a ingestão frequente de gordura sa- 
turada está associada à alta incidência de doenças cardía- 
cas. Esse estudo deu origem, mais tarde, ao termo parado- 
xo francés.” Assim, a descoberta de que o vinho tinto 
contém quantidade significativa de resveratrol” e os resul- 
tados da pesquisa com indivíduos franceses atraíram o in- 
teresse da comunidade científica e vários trabalhos sobre 
os benefícios do resveratrol na saúde foram publicados.” 
Alguns estudos clínicos estão sendo realizados na tentativa 
de comprovar definitivamente a atuação do resveratrol 
como substância antienvelhecimento, anti-inflamatória, 
antioxidante e antitumoral.”° 

O resveratrol proveniente do vinho tinto inibe a oxi- 
dação de lipoproteínas de baixa densidade (LDL),””” im- 


portantes no desenvolvimento de doenças coronarianas. 
Por sua função antioxidante, o resveratrol parece ter 
ações positivas na redução do risco de diabete,*º*! de al- 
guns tipos de câncer” e da doença de Alzheimer.” De- 
monstrou-se, ainda, que o resveratrol parece mimetizar 
alguns efeitos da restrição calórica, melhorando a saúde e 
prolongando a vida útil em leveduras,” Drosophila mela- 
nogaster e Caenorhabditis elegans, todos modelos clás- 
sicos no estudo do envelhecimento. 

Estudos utilizando camundongos também demons- 
traram que a ingestão de quantidades moderadas de res- 
veratrol promoveu aumento da expectativa de vida de ani- 
mais obesos alimentados com alto teor de lipídios em 
26% (0,01% de resveratrol na dieta) e em 25% (0,04% de 
resveratrol na dieta) dos casos.” De maneira intrigante, 
contudo, ao contrário de camundongos alimentados com 
alto teor de lipídios, entre os alimentados com dieta pa- 
drão, aqueles que receberam o tratamento com resvera- 
trol em longo prazo (0,01% ou 0,04%) não tiveram sua 
longevidade aumentada." Esses resultados podem indi- 
car que a promoção de sobrevivência e longevidade em 
camundongos alimentados com alto teor de lipídios seja 
uma ação secundária do resveratrol, modulando favora- 
velmente as alterações fisiológicas e metabólicas promo- 
vidas pela obesidade nos principais órgãos e tecidos, o 
que, sem a ação do resveratrol, poderia levar gradualmen- 
te à patogênese de várias doenças crônicas. 

De fato, o tratamento com resveratrol melhorou pa- 
râmetros como resistência à insulina, estresse oxidativo, 
inflamação, disfunção vascular, osteoporose, catarata e a 
diminuição da coordenação motora em camundongos 
idosos alimentados com ração hiperlipídica. O resveratrol 
também reduziu o número de mortes causadas por estea- 
tose hepática combinada com congestão severa e edema 
pulmonar, os quais podem ser parcialmente atribuídos a 
uma alimentação rica em gordura. 

Em humanos, ainda não existem evidências sólidas 
de que a ingestão de resveratrol possa aumentar a longe- 
vidade. Entretanto, resultados de estudos de curta dura- 
ção apontaram que o resveratrol melhorou a resistência à 
insulina, o fluxo de sangue e os eventos cardiovasculares, 
bem como diminuiu o estresse oxidativo e a inflamação 
em indivíduos saudáveis com peso normal.º! Esses re- 
sultados podem apontar para uma ação antienvelheci- 
mento promissora desse composto, uma vez que as doen- 
ças cardiovasculares representam uma das principais 
causas de morbidade e mortalidade relacionadas com o 
envelhecimento humano. 

Os mecanismos de ação envolvidos na atividade do 
resveratrol como molécula antienvelhecimento são cer- 
tamente muito complexos e envolvem a mudança de pa- 
drões de expressão gênica, com consequente influência 


em várias vias de sinalização. Já discutiu-se anteriormente 
sobre as SIRT, seu papel no metabolismo de glicose e insu- 
lina e como essas moléculas podem ser moduladas pela 
restrição calórica. O resveratrol também parece agir mo- 
dulando a expressão dos genes Sirt1,” Sirt3, Sirt4 e Nampt, 
em modelos de peixes,” simulando assim os efeitos da res- 
trição calórica. A ativação da SIRT3 pelo resveratrol au- 
menta a secreção de insulina ou melhora a sensibilidade a 
este hormônio em tecidos periféricos.” Estudos recentes 
descreveram a capacidade das células alfa pancreáticas de 
se diferenciarem em células produtoras de insulina após a 
perda de células beta. Em camundongos, o resveratrol in- 
duziu a expressão de genes como Pdx1 e Ins2, de forma 
dependente de SIRT1 em células alfa pancreáticas.” 

O gene KL, que em humanos codifica a enzima klo- 
tho, parece agir aumentando a longevidade.” Camun- 
dongos knockout para esse gene desenvolveram fenóti- 
pos de envelhecimento acelerado, incluindo baixo tempo 
de vida, atrofia da pele, osteopenia, arteriosclerose, hi- 
perfosfatemia, calcificação vascular, enfisema pulmonar, 
marcha parkinsoniana e comprometimento cognitivo.” 
O gene KL codifica duas isoformas de proteína, uma 
transmembrana e outra solúvel. Esta última modula vá- 
rias vias de sinalização envolvidas na regulação da longe- 
vidade, incluindo a da insulina e do IGF-1, do Wnt, do 
fator de transformação de crescimento beta 1 (TGF-be- 
tal) e vias de sinalização envolvidas no estresse oxidati- 
vo.” Estudo com células epiteliais renais de camundon- 
gos C57BL/6 revelou que o resveratrol aumenta a 
expressão renal de KI por meio do complexo ATF3/c-Jun 
(activation transcriptor factor 3/c-Jun), o que explica, pe- 
lo menos em parte, as propriedades antienvelhecimento 
do resveratrol.” Também se demonstrou que o resvera- 
trol ameniza a dislipidemia e a esteatose induzidas por 
dieta aterogênica em camundongos, e seus efeitos bené- 
ficos foram associados com a expressão alterada de ge- 
nes hepáticos envolvidos no metabolismo lipídico." 

Em cultura de macrófagos RAW 264.7 ativados com 
lipopolissacarídeos (LPS), foram demonstradas também 
importantes ações anti-inflamatórias do resveratrol, por 
meio da modulação da expressão da óxido nítrico sinta- 
se induzível (iNOS), tanto em nível de RNA mensageiro 
como de proteína. Além disso, a ativação do NF-kB pelo 
LPS foi inibida pelo resveratrol, principalmente por 
meio da inibição da fosforilação do inibidor de kb (IkB) 
ou pela inibição de sua degradação.'! 

Considerados em conjunto, esses estudos demons- 
tram, pelo menos em parte, os mecanismos pelos quais o 
resveratrol atua favorecendo a longevidade; porém, mais 
estudos devem ser realizados, principalmente em huma- 
nos, para que o papel desse polifenol na diminuição da 
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incidência de doenças crônicas do envelhecimento e no 
aumento de longevidade possa ser mais bem esclarecido. 


Catequinas 


As catequinas são flavanóis que podem ser encontra- 
dos em maçãs, frutas vermelhas, chocolate, uvas, peras e 
chás. No entanto, grãos de cacau têm as mais altas con- 
centrações de epicatequina (43,3 g/kg), muito mais que a 
segunda maior fonte, o chá-verde (8 g/kg).'2!ºº Estudos 
epidemiológicos indicam que pessoas que consomem 
grandes quantidades de cacau diariamente apresentam 
incidências menores de doença isquêmica do coração, 
acidente vascular encefálico, diabete e maior longevidade 
em comparação com pessoas que têm alimentação pobre 
em cacau.!º*!º%% Embora os mecanismos subjacentes aos 
efeitos benéficos ainda não estejam totalmente esclareci- 
dos, é provável que a ingestão de cacau ou de chocolate 
rico em cacau possa melhorar a função dos vasos sanguí- 
neos, a sensibilidade à insulina, a pressão sanguínea e a 
inflamação. 

As epicatequinas parecem ter efeito protetor sobre as 
células beta pancreáticas em ratos tratados com estrep- 
tozotocina, uma droga tóxica para essas células e que 
induz ao diabete. Em resposta a essa doença, são libera- 
das citocinas pró-inflamatórias que infiltram em torno 
das ilhotas pancreáticas. Especificamente, a interleuci- 
na-1 beta (IL-1beta) estimula a iNOS e a superprodução 
de óxido nítrico, causando danos às células beta. Na ati- 
vação dessa via, o NF-kB desempenha papel crucial e 
muitos dos genes sensíveis à IL-Ibeta contêm sitios de 
ligação ao NF-kB nas suas regiões promotoras. Estudo 
mostrou que a epicatequina inibiu a expressão da iNOS 
induzida por IL-1beta por meio da diminuição da ex- 
pressão e da ativação do NF-kB.'º 

Em estudo in vitro de genômica funcional, no qual 
células tumorais humanas da linhagem Caco-2 foram 
tratadas com epicatequina, 21 genes tiveram sua expres- 
são diminuída e 24, aumentada, em comparação com as 
células não tratadas. Os principais genes alterados esta- 
vam relacionados ao sistema antioxidante ou à resposta 
anti-inflamatoria.'° A epicatequina inibiu, ainda, a ati- 
vação de vias de sinalização relacionadas à inflamação e 
à resistência à insulina, desencadeadas pelo TNF-alfa em 
adipócitos,!!º além de proteger contra o estresse oxidati- 
vo em células endoteliais.''' In vivo, a epicatequina de- 
monstrou efeitos anti-inflamatórios e antiaterogênicos 
em camundongos.'” 

O chá é a bebida mais consumida no mundo, depois 
da água. O extrato de chá-verde é um suplemento alimen- 
tar que tem sido extensamente utilizado em virtude de 
seus prováveis efeitos benéficos sobre doenças cardiovas- 
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culares, câncer"! diabete," obesidade!!* e doenças 


neurodegenerativas.''” O principal componente bioativo 
presente no extrato de chá-verde é a epigalocatequi- 
na-3-galato (EGCG). 

Estudos realizados em D. melanogaster mostraram 
que esse extrato reduziu a mortalidade induzida por die- 
ta rica em lipidios.''* A EGCG aumentou a vida útil de C. 
elegans mantidos em condições normais ou de estresse 
oxidativo."? O extrato de chá-verde também prolongou a 
vida de camundongos da linhagem C57BL/6 em 51 dias. 
Os animais receberam água contendo 80 mg/L do extrato 
a partir de 13 meses de idade até sua morte.'?? Nessa mes- 
ma linhagem de camundongos, uma ração suplementada 
com mistura de 2% de extrato de mirtilo, 0,0115% de 
EGCG e 0,3% de romã em pó aumentou a longevidade 
induzida por restrição calórica.”?! 

No entanto, estudo recente do Instituto Nacional 
do Envelhecimento Americano relatou que o tratamen- 
to ao longo da vida de camundongos machos e fêmeas 
geneticamente heterogêneos, iniciando aos quatro me- 
ses de idade, com 2% de extrato de chá-verde, não es- 
tendeu significativamente sua vida útil, porém dimi- 
nuiu o risco de morte em fémeas.!” Portanto, o efeito 
antienvelhecimento do extrato de chá-verde pode de- 
pender de características genéticas ou da presença de 
fatores ambientais específicos, como modificações nos 
padrões alimentares. Além disso, a dose, a duração e a 
idade em que a intervenção é iniciada podem afetar os 
resultados. Os estudos que avaliam a ação antienvelhe- 


cimento do chá-verde em humanos são raros, porém 
um estudo de coorte mostrou que a rotina de beber 
chá-verde reduziu significativamente a taxa de mortali- 
dade em mulheres japonesas." 

A Figura 33.2 resume os fatores pró-envelhecimento 
descritos neste capítulo, os quais estão relacionados às 
teorias do envelhecimento, além dos fatores antienvelhe- 
cimento, que atuam favorecendo a longevidade. 


Quercetina 


A quercetina é um flavonoide abundante em muitas 
frutas e hortaliças, incluindo uvas, frutas vermelhas, ce- 
bolas, maçãs e brócolis.” O gene DAF2 (ou AGE1) codi- 
fica o receptor de IGF-1 em C. elegans. Ambos, gene e 
receptor, são fundamentais na via metabólica que regula 
a taxa de envelhecimento dessa espécie. Uma mutação 
recessiva nesse gene aboliu o efeito da quercetina na lon- 
gevidade, sugerindo que esse composto fenólico pode 
atuar direta ou indiretamente nas vias de sinalização me- 
diadas pelo DAF2.'* A quercetina também atuou au- 
mentando a vida útil de fibroblastos senescentes, via ati- 
vação do complexo proteassoma, a principal maquinaria 
proteolítica celular responsável pela degradação de pro- 
teínas normais e danificadas. As atividades e funções do 
proteassoma estão diminuídas na senescência replicativa, 
enquanto sua ativação confere proteção contra o estresse 
oxidativo, aumentando a longevidade em fibroblastos 
humanos.” 


Fatores pró-envelhecimento: 

e Alterações pós-traducionais em proteínas 
e Dano oxidativo 

e Mutações em células somáticas 

e Encurtamento telomérico 

e Falhas na apoptose 

e Alterações neuroendócrinas 


Figura 33.2 Fatores pró-envelhecimento, relacionados às teorias do envelhecimento, e fatores antienvelhecimento, relacionados ao aumento da 


longevidade. 


A quercetina é considerada como um antioxidante 
potente com mais de seis vezes a capacidade antioxidan- 
te da vitamina C.'”7 Além disso, a quercetina também 
regula a expressão de genes que codificam proteínas com 
ação anti-inflamatória, inibindo a produção induzida 
por LPS das citocinas IL-lalfa e TNF-alfa em células do 
sistema imune.” A quercetina também agiu como 
anti-inflamatória em cultura de células mononucleares 
humanas por inibição do TNF-alfa'? e aumentou de 
forma significativa a expressão de Mn-SOD em fígado 
de ratos após lesão por obstrução uretral ou isquemia." 
Em um modelo similar, também atuou de maneira an- 
tioxidante e antiapoptótica, inibindo a expressão da 6xi- 
do nítrico sintase endotelial (eNOS) e do NF-kB, o que 
protegeu o tecido renal de ratos da lesão provocada por 
isquemia e reperfusão."! 

A quercetina tem efeito antiaterogênico em ratos, 
promovendo o aumento da expressão do gene que codi- 
fica a paraoxonase 1 (PON1) e de sua capacidade de pro- 
teção contra a oxidação da LDL. A PONI protege a LDL 
das modificações oxidativas e é um dos principais com- 
ponentes proteicos da HDL.'” Ainda, um extrato de pele 
de cebola rico em quercetina diminuiu a expressão dos 
genes adipogênicos Pparg, Cebpa (proteína de ligação 
potencializadora CCAAT), Fabp4 (proteína de ligação a 
ácidos graxos 4), Ap2 (proteína ativadora 2) e Lpl (lipase 
de lipoproteina) em adipócitos da linhagem 3T3-L1 de 
camundongos." 

Com base nos dados relatados, pode-se concluir que 
os mecanismos moleculares pelos quais a quercetina atua 
parecem estar principalmente ligados ao metabolismo 
lipídico e aos sistemas antioxidante e imunológico, carac- 
terizando-a como molécula anti-inflamatória, antioxi- 
dante e antiadipogênica. 


Curcumina 


A curcumina é um composto fenólico presente em vá- 
rias espécies de plantas, incluindo a Curcuma longa, raiz a 
partir da qual é produzida a cúrcuma."* É utilizada há sé- 
culos na medicina tradicional chinesa e indiana como tra- 
tamento para vários distúrbios, incluindo dor de estôma- 
go, flatulência, disenteria, úlceras, icterícia, artrite, entorses, 
feridas, acne e infecções dos olhos.'* A ingestão de curcu- 
mina é considerada segura e tem sido amplamente estuda- 
da por seus potenciais efeitos benéficos sobre a saúde. Já 
foi demonstrado que a suplementação com curcumina 
prolonga a vida em D. melanogaster, “+” em C. elegans!" e 
em camundongos.” Além disso, a ingestão de curcumina 
e piperina, um alcaloide presente na pimenta-preta, atuou 
sinergisticamente atenuando a senescência induzida por 
D-galactose em ratos." 


Bases biológicas e moleculares do envelhecimento 


Os efeitos da curcumina no aumento da longevidade 
podem ser explicados por suas propriedades anti-inflama- 
tórias e antioxidantes. Em resumo, tem-se demonstrado 
que a curcumina atua reduzindo a expressão de mediado- 
res celulares importantes, como NF-kB, ciclo-oxigenase 2 
(COX-2), lipoxigenase e iNOS. O NF-kB desempenha 
papel crítico em diversas vias de sinalização envolvidas em 
doenças inflamatórias crônicas, como asma, artrite reu- 
matoide e vários tipos de cancer.'*! A COX-2 é uma enzima 
induzível e quase indetectável em condições fisiológicas 
normais. Ela é transitoriamente induzida como resposta 
precoce aos mediadores inflamatórios e aos estímulos mi- 
togênicos, incluindo citocinas, endotoxinas, fatores de 
crescimento, oncogenes e ésteres de forbol. A iNOS desem- 
penha papel fundamental na mediação da inflamação, é 
ativada pelo NF-kB e age em sinergia com a COX-2 para 
promover a reação inflamatória." 

A curcumina regula também a expressão de citocinas 
pró-inflamatórias (TNF-alfa e IL-1), fatores de crescimen- 
to (VEGF, EGF e FGF), receptores de fatores de crescimen- 
to (EGFR, HER-2 e AR), enzimas (inibidores da COX-2, 
LOX, MMP9, MAPK, mTOR e Akt), moléculas de adesão 
(ELAM-1, ICAM-1 e VCAM-1), moléculas relacionadas à 
apoptose (Bcl-2, caspases, DR e Fas) e proteínas do ciclo 
celular (ciclina D1), além de modular a atividade de vários 
fatores de transcrição (NF-kB, AP-1 e STAT) e suas vias de 
sinalização. Com base na sua capacidade para afetar múl- 
tiplos alvos, a curcumina tem potencial na redução do ris- 
co e no tratamento de várias doenças, incluindo câncer, 
artrite, alergias, aterosclerose, envelhecimento, doenças 
neurodegenerativas e hepáticas, obesidade, diabete, pso- 
ríase e doenças autoimunes.'” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Considerando que o envelhecimento é um fenômeno 
mundial que vem se acentuando nas últimas décadas, é 
importante entender suas bases biológicas e moleculares, 
bem como a influência dos padrões de expressão gênica e 
de polimorfismos genéticos nas várias facetas desse fenô- 
meno. É de grande importância o entendimento da in- 
fluência dos padrões de suplementação alimentar na lon- 
gevidade. Diante do exposto neste capítulo, pode-se 
concluir que, apesar da enorme quantidade de teorias 
estocásticas e sistêmicas que explicam o envelhecimento, 
os mecanismos biológicos e moleculares que permeiam 
tais teorias ainda necessitam ser mais bem investigados, 
de modo a contribuir para sua elucidação. Entretanto, os 
vários estudos citados neste capítulo demonstram o im- 
portante papel da genômica nutricional tanto em relação 
aos padrões de expressão gênica quanto às variações ge- 
néticas e a influência dos padrões alimentares na longevi- 
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dade. Ainda assim, mais estudos devem ser realizados, 
especialmente em coortes com seres humanos, para que 
os mecanismos biológicos e moleculares subjacentes ao 
envelhecimento possam ser elucidados por completo. 
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Parte 5 
Avanços e perspectivas 


Modelos para estudos de genômica nutricional 


INTRODUÇÃO 


As pesquisas em nutrição tiveram início há mais de 
200 anos, em uma época caracterizada por grandes avan- 
ços no conhecimento das ciências químicas e biológicas. 
Entre os anos de 1910 e 1940, as ciências nutricionais 
procuravam compreender a relação de deficiências nutri- 
cionais com a incidência de diversas afecções. Nessa épo- 
ca, por exemplo, foi estabelecida a relação entre a defi- 
ciência de tiamina com o beribéri. Descobertas como 
essas levaram ao estabelecimento dos valores de reco- 
mendação dietética diária (RDA, recommended dietary 
allowance) para alguns nutrientes. Após serem identifica- 
dos praticamente todos os nutrientes essenciais, as ciên- 
cias nutricionais procuraram estabelecer a relação entre 
alimentação e doenças crônicas não transmissíveis (DCNT). 
Nesse caso, os padrões de alimentação poderiam estar re- 
lacionados não com a deficiência, mas com o excesso de 
nutrientes. 

Nos anos seguintes, ocorreram avanços em técnicas 
de biologia molecular, como a utilização de endonuclea- 
ses de restrição para a clivagem do DNA,' o desenvolvi- 
mento de metodologias de sequenciamento do DNA? e a 
origem da técnica da reação em cadeia da polimerase 
(PCR, polymerase chain reaction), que permite a amplifi- 
cação de ácidos nucleicos.’ Esses avanços contribuíram 
para que o genoma humano fosse completamente se- 
quenciado. Como resultado, outras abordagens metodo- 
lógicas avançadas surgiram, como a transcriptômica, a 
proteômica e a metabolômica, as quais atualmente são 
utilizadas para pesquisas em nutrição, em uma ciência 
denominada genômica nutricional. 

Dessa forma, a nutrigenômica, a nutrigenética e a 
epigenômica nutricional (subdisciplinas da genômica 
nutricional) buscam elucidar o papel de nutrientes e/ou 


Renato Heidor 


Paulo Eduardo Latorre Martins Tavares 


Laura Helena Gasparini Fernandes 
Fernando Salvador Moreno 


compostos bioativos de alimentos (CBA) na expressão 
gênica e a maneira como variações genéticas influenciam 
as respostas individuais à alimentação e ao risco de de- 
senvolvimento de doenças. Para tanto, os modelos para o 
estudo da genômica nutricional podem ser conduzidos 
in vitro ou in vivo, com ferramentas clássicas de biologia 
molecular ou, ainda, com metodologias consideradas de 
alto desempenho, capazes de analisar o padrão de expres- 
são de milhares de genes simultaneamente. 

Antes do sequenciamento do genoma humano, du- 
rante as décadas de 1980 e 1990, modificações metabóli- 
cas ocasionadas por diversos padrões de alimentação ou 
dietas foram exploradas em diferentes níveis de regula- 
ção, pré e pós-transcricional, pré e pós-traducional. Para 
tanto, foram utilizadas metodologias que atualmente são 
consideradas clássicas, por exemplo, os diferentes méto- 
dos de blotting (como Southern, Northern e Western blot- 
ting) e a PCR, as quais serão abordadas a seguir. 


FERRAMENTAS PARA O ESTUDO DA GENÔMICA 
NUTRICIONAL 


Southern blotting 


A técnica de Southern blotting foi desenvolvida em 
1976 e é utilizada para a identificação de sequências espe- 
cíficas de DNA. Basicamente, após a extração, o ácido 
nucleico é digerido com uma ou mais endonucleases de 
restrição. Essas enzimas são produzidas por microrganis- 
mos e digerem o DNA em locais específicos, resultando 
em milhares de fragmentos. Estes são, então, separados 
com base em seu tamanho, por eletroforese. Nesse pro- 
cesso, o DNA digerido é aplicado em um gel de agarose, 
o qual é submetido a uma diferença de potencial elétrico. 
O DNA (que tem carga negativa) migra em direção ao 
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polo positivo do gel, com velocidade inversamente pro- 
porcional ao seu tamanho. Após a eletroforese, os frag- 
mentos de DNA são desnaturados, geralmente em solu- 
ção alcalina, e transferidos para uma membrana de 
nitrocelulose ou de náilon por capilaridade ou por um 
sistema a vácuo. Para a identificação do fragmento de in- 
teresse, utiliza-se uma sonda desnaturada e marcada com 
material radioativo ou fluorescente. A sonda consiste em 
um segmento de DNA de interesse, que pode ser obtida 
por clonagem em um vetor, como um plasmídeo. A son- 
da marcada e a membrana são incubadas em condições 
que favoreçam a ligação da sonda com as sequências 
complementares do DNA de interesse. Em seguida, a 
membrana é exposta a um filme de raios X, revelando o 
local onde ocorreu a hibridização e permitindo a identi- 
ficação da sequência específica de DNA (Figura 34.1). 
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Figura 34.1 Princípios das técnicas de Southern e Northern blotting. 
Tanto o DNA (técnica de Southern blotting) como o RNA (técnica de 
Northen blotting) são separados em gel de agarose (A). No caso da 
técnica de Southern blotting, o DNA é clivado por endonucleases de 
restrição antes da separação por eletroforese. Após a separação, os 
ácidos nucleicos são transferidos para uma membrana, que pode ser 
de náilon ou de nitrocelulose. Esse processo por ocorrer por capila- 
ridade (B) em um arranjo constituído por um tampão específico, es- 
ponja, gel de agarose, membrana, papéis toalha e um peso que pode 
ser um pedaço de mármore ou placa de vidro para que o arranjo fique 
estável. Os ácidos nucleicos são então imobilizados na membrana, 
que é hibridizada com uma sonda marcada. O processo de hibridiza- 
ção, ou seja, a ligação da sonda com o ácido nucleico, geralmente 
ocorre em frascos de hibridização (C) que permanecem em rotação, 
na posição horizontal, em fornos que mantêm a temperatura em torno 
de 42°C. Após a hibridização, a membrana é exposta a um filme de 
raios X, permitindo a visualização da região onde ocorreu a hidridi- 
zação (D). 


Além de ser utilizada para a identificação de sequên- 
cias específicas de DNA, inclusive dentro de uma sequên- 
cia maior, como no caso do mapeamento gênico, a técni- 
ca de Southern blotting pode ser útil na análise de 
polimorfismos. Nesse caso, quando uma determinada 
região do DNA é digerida com enzimas de restrição, há a 
formação de fragmentos de comprimentos diferentes, 
uma vez que os padrões de clivagem podem estar altera- 
dos em razão de uma mutação. Esses padrões podem ser 
identificados com uma sonda por meio de uma metodo- 
logia denominada avaliação de polimorfismos pelo com- 


primento do fragmento de restrição (RFLP, restriction 
fragment length polymorphism). Os fragmentos obtidos 
em uma região de DNA com sequência repetitiva podem 
ser utilizados para a determinação de um DNA fingerprint 
(impressão digital de DNA), amplamente utilizado em 
medicina forense, em especial em testes de paternidade. 


Northern blotting 


A técnica de Northern blotting é utilizada para estudo 
da expressão gênica pela detecção de RNA ou RNA men- 
sageiro (RNAm). Pode ser utilizada, ainda, para avaliar a 
expressão de microRNA (miRNA). Metodologicamente, 
é muito semelhante à técnica de Southern blotting, exceto 
pela sonda, que pode ser de DNA complementar (DNAc), 
de oligonucleotídeos ou de uma sequência anti-sense de 
RNA marcado com isótopo radioativo ou material fluo- 
rescente (ver Figura 34.1).º Possíveis limitações da técni- 
ca de Northern blotting envolvem o risco de degradação 
do RNAm, que pode ocorrer principalmente durante a 
separação deste por eletroforese,” ou, ainda, a sensibilida- 
de reduzida quando comparada com outros métodos de 
análise do RNA.’ Apesar dessas limitações, ainda é um 
método utilizado atualmente para detecção de transcri- 
tos específicos em uma mistura complexa de RNA.’ 


Hibridização in situ 


A hibridização in situ é um procedimento que possi- 
bilita a localização de sequências específicas de DNA em 
cromossomos ou, ainda, de RNAm em células ou tecidos 
fixados em uma lâmina de microscopia. Para tanto, de 
forma semelhante às técnicas de Southern e Northern 
blotting, é necessária uma sonda que se ligará a uma se- 
quência específica de ácido nucleico.' A hibridização in 
situ foi utilizada, por exemplo, para avaliação dos tipos de 
células que seriam responsáveis pela síntese da enzima 
lipase pancreatica.'' Atualmente, é comum a utilização de 
sondas marcadas por fluorescência. Nesse caso, a técnica 
é denominada FISH (fluorescence in situ hydridization).” 


Western blotting 


A técnica de Western blotting é utilizada para a iden- 
tificação de proteínas por meio do uso de anticorpos es- 
pecíficos. Basicamente, após extração, as proteínas são 
separadas de acordo com seu peso molecular por eletro- 
forese em gel de poliacrilamida e, em seguida, são trans- 
feridas para uma membrana de náilon ou de fluoreto de 
polivinilidieno (PVDF). A transferência ocorre por dife- 
rença de potencial, sendo conhecida também por electro- 
blotting. Após a transferência, a membrana é bloqueada, 


ou seja, tratada com uma solução de albumina ou leite 
desnatado. Essa etapa é necessária para que não ocorram 
ligações inespecíficas do anticorpo primário. Após o blo- 
queio, a membrana é incubada com o anticorpo primá- 
rio para a proteína de interesse e, em seguida, ocorre uma 
nova incubação com um anticorpo secundário. Esse an- 
ticorpo irá se ligar especificamente ao anticorpo primá- 
rio e, geralmente, está ligado à biotina ou com enzimas, 
como fosfatase alcalina ou peroxidase de rabanete (HRP). 
Para a detecção, a membrana é exposta a um filme de 
raios X, revelando a proteína de interesse e possibilitando 
a sua análise densitométrica (Figura 34.2). Atualmente, 
existem sistemas de análise de imagens que podem detec- 
tar sinais de fluorescência emitidos pelas proteínas pre- 
sentes na membrana. 
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Figura 34.2 Princípios da técnica de Western blotting. Proteínas ex- 
traídas são separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (A). 
Após a eletroforese, as proteínas são transferidas para uma mem- 
brana, geralmente de PVDF, por um sistema constituído por placas 
eletrificadas, esponjas, gel e a membrana (B). A membrana é então 
submetida a uma solução com leite em pó desnatado (C) em um pro- 
cesso denominado bloqueio, que tem a função de minimizar as liga- 
ções inespecíficas das proteínas com o anticorpo. Após o bloqueio, 
a membrana é incubada com o anticorpo primário (D) e, em seguida, 
com o secundário (E). Geralmente, o anticorpo secundário é ligado a 
um reagente que emite luz quando em contato com uma solução reve- 
ladora (F), mostrando as proteínas ligadas com o anticorpo primário. 


Reação em cadeia da polimerase 


A técnica de PCR possibilita a amplificação de uma 
sequência específica de DNA. Envolve dois oligonucleotí- 
deos, denominados iniciadores ou primers, que se ligarão 
ao fragmento a ser amplificado. Além dos primers, é ne- 
cessária uma enzima DNA polimerase termoestável, as- 
sim como os desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP): 
desoxiadenosinatrifosfato (dATP), desoxicitosinatrifos- 
fato (dCTP), desoxiguanina trifosfato (dGTP) e desoxiti- 
minatrifosfato (dTTP) e o cofator Mg”. A mistura dos 
reagentes supracitados é submetida a ciclos repetidos de 
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aquecimento e resfriamento, que correspondem à desna- 
turação do DNA (aproximadamente 94ºC), ao anela- 
mento ou emparelhamento dos primers com a sequência 
a ser amplificada (entre 45 e 72ºC) e à síntese do DNA 
(72ºC) (Figura 34.3). O equipamento que realiza esses 
ciclos é denominado termociclador. Repetindo-se essas 
etapas diversas vezes (20 a 40 ciclos) é possível obter um 
produto final com uma concentração de DNA em torno 
de 10º a 10º vezes maior que a inicial. No caso da PCR 
convencional, o produto da reação é visualizado em gel 
de agarose corado com um composto com a capacidade 
de se intercalar ao DNA quando submetido à luz ultra- 
violeta (brometo de etídio — altamente mutagênico; 
atualmente existem corantes supostamente mais seguros, 
como Safer”, GelRed” ou BlueGreen”) ou em gel de polia- 
crilamida corado com prata.” 


PCR (reação em cadeia da polimerase) 
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Figura 34.3 Principio da reação em cadeia da polimerase (PCR). Em 
um microtubo, uma mistura contendo a sequéncia do DNA que se de- 
seja amplificar, o primer, a solução de Mg”, os dATP, dTTP, dCTP, dGTP 
e a enzima DNA polimerase termoestavel são submetidos a ciclos re- 
petidos de aquecimento e resfriamento, que correspondem à desna- 
turação do DNA (A), anelamento ou emparelhamento dos primers (B) 
e síntese do DNA (C). 


Com a utilização de primers que flanqueiam regiões 
do DNA é possível amplificar, pela reação da PCR, uma 
região específica desse ácido nucleico em que há suspeita 
de polimorfismos. Após a amplificação, o DNA deve ser 
submetido a outras metodologias de identificação, como 
o sequenciamento ou RFLP (PCR-RFLP). Quando, po- 
rém, se tem conhecimento prévio do polimorfismo em 
determinada região de um gene, a PCR pode ser utilizada 
diretamente para verificar se o polimorfismo ocorre ou 
não em determinada amostra de DNA, por diferentes va- 
riações da metodologia. 

Para avaliação da expressão gênica, utiliza-se também a 
técnica de RT-PCR (reverse transcription polymerase chain 
reaction), que é a transcrição reversa. Esse processo consis- 
te, essencialmente, na conversão do RNAm em DNAc por 
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uma reação catalisada por uma enzima polimerase de 
DNA dependente de RNA, denominada transcriptase re- 
versa. Uma sonda de oligodeoxinucleotídeos é hibridiza- 
da ao RNAm, permitindo que a transcriptase reversa ini- 
cie a extensão da sonda e sintetize uma fita de DNA 
complementar. A sonda pode ser planejada para que esta 
se hibridize a uma sequência específica do RNAm corres- 
pondente a um gene específico. Nesse caso, a sonda é 
constituída por um polímero de timina, denominado 
oligo(dT), que pode ser hibridizado com as sequências 
de adenina da porção 3º do RNAm, que flanqueiam a re- 
gião promotora. Outra estratégia é o uso de sondas uni- 
versais de hexâmetros randômicos de oligonucleotídeos 
que podem hibridizar em qualquer região do RNA. 

O DNAc obtido é submetido à PCR. O produto da 
reação é tratado com fluoróforo e separado em gel de 
agarose. No caso do uso de sondas universais de hexâme- 
tros randômicos de oligonucleotídeos, é necessário que 
seja adicionada outra sonda que irá hibridizar na sequên- 
cia específica do gene de interesse presente no DNAc, que 
será amplificado pela PCR. A sequência amplificada é 
analisada em sistemas que captam a fluorescência emiti- 
da pelo gel, que está relacionada com a concentração do 
transcrito amplificado.º 

O fato de existirem etapas que antecedem a reação de 
PCR, como a adição de sondas ao DNAc e a separação 
dos produtos da reação por eletroforese, tornava a técni- 
ca de RT-PCR suscetível a contaminações. Ainda nesse 
sentido, essas etapas impediam a automatização da técni- 
ca. A separação dos produtos por eletroforese e a análise 
da fluorescência poderiam ser eliminadas se a amplifica- 
ção e a detecção do DNAc ocorressem simultaneamente. 
O risco de contaminação também seria reduzido se esse 
processo ocorresse em sistema fechado. Assim, no final 
da década de 1980, desenvolveu-se um processo em que 
foram utilizadas sondas fluorescentes para detectar o 
produto da reação de PCR. Porém, esse método apresen- 
tava como limitação a necessidade de eliminar as sondas 
não incorporadas.” Pesquisadores da Roche Molecular 
Systems e da Chiron Corporation, empresas de biotec- 
nologia, desenvolveram um processo que amplificava e 
detectava simultaneamente o DNAc. Utilizou-se brome- 
to de etídio para que fosse incorporado ao DNAc. Assim, 
à medida que aumentava a concentração do transcrito 
amplificado, a emissão de fluorescência também aumen- 
tava. Essa emissão de fluorescência poderia ser, então, 
mensurada antes e após a PCR diretamente no tubo on- 
de ocorreu a reação. Com o desenvolvimento da instru- 
mentação analítica, atualmente existem equipamentos 
que medem a fluorescência durante a reação, ou em tem- 
po real, sendo denominados, assim, termocicladores de 
tempo real. 


A técnica de PCR em tempo real (qPCR, quantitative 
PCR) utiliza atualmente corantes fluorescentes, os quais 
podem ser não específicos, como os corantes que se ligam 
ao DNA, como SYBR Green I ou SYBR Gold, ou, ainda, 
específicos, como sondas marcadas com fluoróforos, co- 
mo Taq Man’. Corantes não específicos apresentam cus- 
to relativamente menor e são considerados ideais para a 
padronização e otimização das reações de qPCR. Como 
apenas aumentam o sinal de fluorescência quando liga- 
dos ao DNA, o uso de corantes não específicos não per- 
mite a identificação de diferentes produtos da reação. 
Assim, o seu uso somente é recomendado quando apenas 
a sequência de interesse é amplificada. Corantes específi- 
cos, como os incorporados às sondas, também são utili- 
zados na qPCR. Um dos mais utilizados é o sistema que 
envolve a hidrólise da sonda, com base na atividade da 
Taq polimerase. Assim, sondas Taq Man” consistem em 
uma sequência específica de oligonucleotídeos e dois 
compostos, cada um deles em uma extremidade da molé- 
cula. Um desses compostos é um fluoróforo (reporter) e o 
outro, um inibidor (quencher). Quando a sonda não está 
hibridizada ao DNAc, o reporter emite fluorescência que 
é absorvida pelo quencher e o termociclador de tempo 
real não detecta nenhum sinal. Quando ocorre a hibridi- 
zação da sonda com o DNAc, esta é clivada em razão da 
atividade de exonuclease da polimerase, liberando o re- 
porter e o quencher. Desta forma, o quencher não absorve 
a fluorescência emitida pelo reporter, sendo então detec- 
tada pelo equipamento. Uma das vantagens do uso do 
sistema com sondas marcadas com fluoróforos é a possi- 
bilidade de combinação de diversas sondas (sistemas 
multiplex), que pode fornecer informações a respeito da 
expressão de diversos genes em uma mesma reação.!*!” 


Sequenciamento do DNA 


Métodos para o sequenciamento do DNA, como o de 
degradação química e o enzimático, foram desenvolvidos 
no final da década de 1970. A primeira metodologia uti- 
liza compostos que clivam a dupla fita do DNA em posi- 
ções específicas. Assim, o DNA é marcado com *P em sua 
extremidade 5’ e, em seguida, é clivado com dimetilsulfa- 
to, hidrazina ou outros compostos ácidos ou básicos em 
uma ou duas bases específicas, resultando em fragmentos 
com guanina (G), adenina mais guanina (A+G), citosina 
mais timina (C+T) ou citosina (C) na extremidade 3; ou 
seja, a que não está marcada com o radioisótopo. O pro- 
duto de cada reação de clivagem do DNA é submetido à 
eletroforese em gel de poliacrilamida, que separa os frag- 
mentos marcados com *P. O gel é exposto a um filme 
radiográfico, revelando a sequência das bases nitrogena- 
das (Figura 34.4).° 
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Figura 34.4 Princípio do sequenciamento do DNA. O DNA pode ser 
marcado com um composto radioativo e submetido a reações de cli- 
vagem química, resultando em fragmentos com extremidade conten- 
do guanina (G), adenina mais guanina (A+G), citosina mais timina (C+T) 
ou citosina (C). O produto da clivagem do DNA é separado por eletro- 
forese. Em seguida, o gel é exposto a um filme de raios X, revelando a 
sequência de bases nitrogenadas. No método enzimático, o DNA é hi- 
bridizado com um primer e é sintetizada uma nova fita de DNA, porém 
com uma extremidade marcada com um didesoxirribonucleotídeo, 
cuja inserção na nova fita de DNA bloqueia a síntese. Os fragmentos 
recém-sintetizados são separados em gel e podem ser detectados por 
um sistema de revelação adequado. 


O método de clivagem química do DNA foi muito 
utilizado no final da década de 1970, até o estabelecimen- 
to da metodologia enzimática. Nela, o DNA é hibridizado 
com uma sonda, ou seja, é necessário que se conheça pelo 
menos a região promotora do fragmento a ser sequencia- 
do. Na presença da DNA polimerase e de uma mistura de 
quatro dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), além de um 
didesoxirribonucleotideo trifosfatado (ddNTP — ddATP, 
ddCTP, ddGTP e ddTTP), marcados com material fluo- 
rescente (antigamente marcados com *P), a fita comple- 
mentar é sintetizada. Essa metodologia de incorporação 
aleatória de nucleotídeos modificados é universalmente 
conhecida como sequenciamento de Sanger, em alusão 
ao pesquisador Frederick Sanger, que a descreveu pela 
primeira vez. A reação segue o mesmo princípio daquele 
da PCR, com a DNA polimerase adicionando dNTP na 
extremidade 3º da sonda. Quando, porém, um ddNTP é 
incorporado em vez de um dNTP, a reação de síntese ces- 
sa, uma vez que ddNTP não apresentam hidroxila na po- 
sição 3. Assim, são produzidos diversos fragmentos de 
DNA que apresentam uma extremidade com ddNTP 
marcado. Estes são então separados por eletroforese em 
gel ou em tubo capilar e detectados por um feixe de laser 
(ou filme de raio X, no caso de marcação com *P). A 
emissão de luz é convertida, por um computador, em 
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gráfico de picos.” Após a determinação da sequência de 
nucleotídeos, a sua análise necessita da comparação com 
outras sequências de genes depositadas em bancos públi- 
cos, como o GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
O processo de comparação ou alinhamento permite a 
pesquisa de similaridades entre duas ou mais sequências, 
a qual geralmente é realizada com softwares específicos, 
como o Blast — Basic Local Alignment Search Tool (www. 
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ou o BioEdit Sequence 
Alignment Editor (www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit. 
html). 

Um importante avanço na tecnologia de sequencia- 
mento foi o desenvolvimento do método shotgun, em que 
o DNA genômico é dividido em diversos fragmentos e 
depois sequenciado pela metodologia de Sanger. Apesar 
de apresentar várias etapas, esse método foi automatiza- 
do, permitindo sequenciamento de genomas complexos 
como o humano, e deu origem aos equipamentos de se- 
quenciamento de primeira geração, amplamente utiliza- 
dos até por volta de 2005. 

Novos métodos para a identificação da sequência de 
bases do DNA foram desenvolvidos e, a partir de 2005, 
estavam disponíveis equipamentos que utilizavam tecno- 
logias de sequenciamento de última geração. Essas plata- 
formas apresentam como características: menor custo 
por base sequenciada, redução do tempo para sequencia- 
mento e eficiência superior quando comparadas aos equi- 
pamentos com base no método de Sanger. 

O primeiro sistema de sequenciamento de última 
geração a ser utilizado em larga escala baseou-se no pi- 
rossequenciamento. Ao contrário do método de Sanger, 
que tem como base a produção de ddNTP marcados, es- 
se sistema, denominado 454 FLX (Roche Diagnostics 
Corporation), tem como princípio o sequenciamento 
por síntese. Assim, o DNA a ser analisado é fragmentado 
e ligado a moléculas adaptadoras A e B nas posições 3’ e 
5, respectivamente. Esses adaptadores consistem em se- 
quências de desoxinucleotídeos. Os fragmentos de DNA 
são, então, ligados a microesferas, que apresentam uma 
sequência complementar às dos desoxinucleotídeos dos 
adaptadores B. As microesferas permanecem em uma 
emulsão de água e óleo com os reagentes necessários pa- 
ra uma PCR, sendo o adaptador A utilizado para o ane- 
lamento com a sonda. A emulsão permite a formação de 
micelas que capturam as microesferas que, no final da 
reação de PCR, são depositadas em microplacas de sílica. 
Essas microplacas apresentam milhares de poços, com 
diâmetro suficiente para abrigar somente uma microes- 
fera. Nessas microplacas ocorre o sequenciamento por 
ciclos. Assim, em cada ciclo, determinado tipo de nu- 
cleotídeo é adicionado. Se o nucleotídeo for incorporado 
à sequência amplificada, um pirofosfato é liberado. O 
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pirofosfato é convertido a ATP por ação da ATP sulfori- 
lase na presença de fosfosulfato de 5’ adenosina. A síntese 
de ATP favorece a conversão da luciferina em oxiluciferi- 
na, que emite luz proporcionalmente à quantidade de 
ATP envolvida nas reações anteriores. A luz é capturada 
por uma câmera CCD (charge-coupled devise), que gera 
um gráfico de picos, nesse caso denominado pirograma. 
Como o nucleotídeo a ser incorporado é conhecido, a 
sequência da amostra de DNA pode ser obtida com a 
análise do pirograma.!* 

Outro método de sequenciamento de última geração 
utiliza como princípio a PCR em fase sólida. Essa plata- 
forma, denominada Solexa (Illumina Incorporation), 
realiza o sequenciamento do DNA de forma semelhante 
ao método de Sanger, com o uso de fluoróforos. Assim 
como ocorre com o pirossequenciamento, o DNA é frag- 
mentado e ligado a adaptadores. O DNA é então imobili- 
zado por hibridização de um dos adaptadores em um 
suporte sólido onde estão também aderidos oligonuneo- 
tídeos. O DNA imobilizado é submetido à PCR e o pro- 
duto final é formado por clusters, ou seja, conjuntos de 
sequências idênticas ligadas no suporte. Com a incorpo- 
ração de nucleotídeos terminadores marcados e excita- 
ção a laser, é gerado um sinal, que é captado por um dis- 
positivo de leitura e interpretado como um dos quatro 
possíveis nucleotídeos. 

Plataformas de sequenciamento de nova geração ain- 
da apresentam custo de aquisição elevado. Entretanto, 
estão presentes em alguns laboratórios no Brasil e no ex- 
terior. Apesar da eficiência em custo e em tempo por base 
sequenciada por essas plataformas de nova geração, o 
método de Sanger ainda é considerado eficiente e é utili- 
zado para o sequenciamento de trechos de DNA. 


FERRAMENTAS ÔMICAS 


A evolução da área de genômica nutricional foi fa- 
vorecida pelo desenvolvimento de ferramentas ômicas, 
ocorrido em meados da década de 1990 e início dos 
anos 2000. Dentre elas se destacam a transcriptômica, a 
proteômica e a metabolômica, que avaliam os transcri- 
tos, as proteínas e os metabólitos, respectivamente. As- 
sim, de forma diferente do genoma, que é modificado 
lentamente ao longo de gerações, o transcriptoma, o 
proteoma e o metaboloma estão sujeitos a alterações 
constantes, em resposta a fatores ambientais, como a ali- 
mentação.!º 


Transcriptômica 


Atualmente, a tecnologia de microarranjos de DNA é 
a principal ferramenta para a análise transcriptômica, 


possibilitando avaliar simultaneamente milhares de trans- 
critos.” Como o componente transcriptômico já é co- 
nhecido, em função do sequenciamento completo do ge- 
noma humano, estudos em genômica nutricional podem 
ter como foco a análise do RNAm.” 

Essencialmente, a metodologia de microarranjos 
ou DNA-chip consiste em uma avaliação quantitativa 
de RNAm que estão diretamente relacionados com o 
nível de expressão de determinados genes (Figura 
34.5). Os microarranjos consistem em sondas imobili- 
zadas em regiões específicas de uma matriz de vidro. O 
princípio do método baseia-se na hibridização dos 
DNAc obtido a partir do RNAm da amostra de estudo 
com as sondas imobilizadas no microarranjos, já que 
estas apresentam sequências similares aos genes de in- 
teresse. Basicamente, após a conversão do RNAm em 
DNAc, este é submetido a PCR e marcado com dois co- 
rantes fluorescentes, como os marcados com cianinas 3 
e 5 (Cy3 e Cy5) que são incorporados no DNAc como 
dUTP ou dCTP modificadas. Após a hibridização, a 
matriz de vidro é lavada para a remoção dos DNAc não 
hibridizados e, em seguida, exposta a um feixe de raios 
laser, que faz com que os corantes emitam fluorescên- 
cia. A análise por DNA-chip é comparativa, ou seja, po- 
de ser entre uma amostra de DNAc obtida de um tecido 
normal marcada com Cy3, por exemplo, que emite luz 
verde, e outra de um tecido neoplásico marcada com 
Cy5, que emite luz vermelha. A intensidade de fluores- 
cência é captada por leitores (scanners) específicos que 
geram imagens correspondentes ao padrão de expres- 
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Figura 34.5 Principio da técnica de microarranjos ou DNA-chip. O 
RNA extraído é convertido em DNAc, o qual é, então, marcado com 
fluoróforos. O DNAc marcado é aplicado em placas de microarran- 
jos que podem conter até 20 mil genes. Quando ocorre uma ligação 
ou hidridização do DNAc marcado com a sequência imobilizada na 
placa, há a emissão de luz. Com o auxílio de leitores específicos, é 
possível mensurar a intensidade de luz emitida e quantificar o padrão 
de expressão gênica. 


Proteômica 


A proteômica é uma ferramenta importante para o 
estudo da função gênica. Representa o elo entre a se- 
quéncia do genoma e o comportamento celular. A pro- 
teômica identifica, quantifica e determina a localização e 
as modificações de proteínas, como fosforilação ou ace- 
tilação. Estuda também as suas atividades e funções.” 
Assim, o estudo das proteínas torna-se mais complexo 
que o dos ácidos nucleicos, uma vez que elas podem so- 
frer modificações pós-tradução e participar de proces- 
sos celulares distintos. Assim, um genoma pode apresen- 
tar diversos proteomas.”* 

Estudos de proteômica utilizam eletroforese uni ou 
bidimensional em gel e isoeletrofocalização para a obten- 
ção das proteínas. Também é utilizada a cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE) com colunas específicas 
para separação de proteínas.” A identificação se dá por 
espectrometria de massa, que é uma técnica sensível e se- 
letiva. Para análise por espectrometria de massa, as pro- 
teínas extraídas devem estar fracionadas e digeridas em 
peptídeos por proteases. Esses peptídeos são então ioni- 
zados e separados de acordo com a relação massa-carga, 
fornecendo informações a respeito do peso molecular e 
estrutura da proteína. O espectrômetro de massa é cons- 
tituído basicamente por três partes: uma fonte de íons, 
um analisador de massas e um detector. As fontes de íons 
empregadas para análises proteômicas são ionização por 
desorção a laser assistida por matriz (MALDI, matrix-as- 
sisted laser desorption/ionization) e ionização por eletros- 
pray (ESI, electrospray ionization). Os analisadores de 
massas têm como função básica separar os ions formados 
de acordo com a massa e a carga (m/z) e incluem tempo 
de voo (TOF, time of fligth), o triplo-quadrupolo (MS/ 
MS) e ion trap (sequestrador de íons), dentre outros. Es- 
ses analisadores podem ser utilizados individualmente de 
maneira independente ou acoplados entre si, dando ori- 
gem aos equipamentos classificados como híbridos, que 
permitem experimentos em sequência (tandem), como o 
TOF-MS/MS ou o Ion Trap-MS/MS.” 


Metabolômica 


Abordagens metabolômicas possibilitam a análise da 
concentração de metabólitos em células, tecidos e fluidos 
biológicos, revelando não apenas o produto final da ati- 
vidade enzimática, mas também a cinética em que esses 
compostos são produzidos, assim como a localização ce- 
lular ou tecidual. Assim, a metabolômica, quando integra- 
da à transcriptômica e à proteômica, fornece uma visão 
global das alterações moleculares promovidas por fatores 
ambientais, como a alimentação.” Os principais métodos 
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para a análise metabolômica em amostras biológicas são a 
espectroscopia de ressonância magnética nuclear (NMR) 
e a cromatografia a gás ou líquida acoplada à espectrome- 
tria de massa. Um dos principais problemas para a análise 
metabolômica, porém, é a identificação de milhares de 
compostos que atualmente não podem ter suas concen- 
trações confirmadas em razão da ausência de padrões 
analíticos. Entretanto, parece ser uma abordagem promis- 
sora para o estabelecimento da nutrição personalizada a 
partir do genótipo. Em razão da sua importância, a meta- 
bolômica será descrita de forma detalhada no Capítulo 35. 

Atualmente, ferramentas para o estudo da genômica 
nutricional podem ser utilizadas em duas estratégias que 
são complementares. A primeira constitui a hipótese tra- 
dicional, em que a expressão de genes e proteínas que são 
moduladas por nutrientes ou CBA pode ser identificada 
com o uso de metodologias clássicas ou, ainda, com abor- 
dagens transcriptômicas, proteômicas e metabolômicas. 
Modelos in vivo e in vitro são fundamentais para essa es- 
tratégia, uma vez que possibilitam a identificação da ex- 
pressão de novos genes ou da ativação de vias metabólicas 
distintas.” 

A segunda abordagem é denominada biologia de sis- 
temas e fundamenta-se no conceito de que um sistema 
complexo, como uma população de células, um órgão ou 
todo o organismo, apresenta propriedades que não po- 
dem ser originadas diretamente da soma de eventos que 
ocorrem em nível molecular e celular. A biologia de siste- 
mas integra as informações obtidas em estudos de trans- 
criptômica, proteômica e metabolômica em diferentes 
modelos experimentais (in vitro e in vivo) e possibilita a 
extrapolação de resultados, com o uso de modelos com- 
putacionais sugerindo quais vias moleculares podem ser 
moduladas por nutrientes ou CBA.’”?8 


MODELOS PARA ESTUDO DE GENÔMICA 
NUTRICIONAL /N VITRO 


Modelos in vitro consistem em compartimentos de 
organelas intracelulares, cultura de células ou de tecidos 
de diversas origens, inclusive humana. As bases experi- 
mentais que possibilitaram o cultivo de células isoladas 
de um organismo foram estabelecidas por Sydney Rin- 
ger, em meados do século XIX, ao desenvolver soluções 
salinas que conservavam órgãos isolados. Nesse sentido, 
Wihelm Roux, em 1885, conseguiu cultivar em solução 
salina células embrionárias isoladas de galinhas durante 
vários dias. No início do século XX, diversos pesquisado- 
res conseguiam manter vivos fragmentos de tecidos de 
animais em ambientes controlados. As técnicas de cultivo 
tecidual evoluíram a tal ponto que, em 1952, foi estabele- 
cida a primeira linhagem celular contínua humana, a He- 
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La.” Também na década de 1950 foram incorporados di- 
versos avanços para técnicas in vitro, como o uso de 
antibióticos e a padronização dos meios de cultura.” 

Os microssomos, fragmentos de retículo endoplas- 
mático liso, são exemplos de modelos in vitro de estudo 
de compartimento de células. Esse tipo de modelo é am- 
plamente utilizado para analisar as atividades das enzi- 
mas de fase 1 (que incluem as isoformas CYP — citocro- 
mo P450) e 2 de metabolização de xenobióticos.”! 

Atualmente, a cultura de tecidos e, principalmente, 
de células é uma técnica amplamente utilizada em labo- 
ratórios de pesquisas. Entre suas aplicações (Figura 34.6), 
modelos in vitro representam recurso para a investigação 
da fisiologia celular e de processos biológicos que são 
modulados pela ação de nutrientes e CBA.” A utilização 
de culturas celulares ou teciduais carece de cuidados ade- 
quados para que o modelo in vitro se aproxime ao máxi- 
mo de suas características de origem, sendo necessárias 
condições de cultivo adequadas. Assim, cuidados com a 
assepsia e condições de cultivo que envolvem pH, subs- 
trato, soro, fatores de crescimento fisiológicos, hormônios, 
oxigênio e gás carbônico são fatores determinantes para a 
obtenção de resultados reproduzíveis.” 
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Figura 34.6 Diversas aplicações da cultura de células. Estudos que 
envolvem cultura de células podem apresentar diversas aplicações, 
principalmente quando são avaliados metabólitos e estruturas celula- 
res que são de difícil isolamento de tecidos animais, como estudos que 
abrangem mecanismos envolvidos com o metabolismo energético ou 
com a modulação da membrana celular. Como as culturas de células 
podem responder rapidamente a determinado tratamento quando com- 
paradas a um organismo, elas são amplamente utilizadas para ensaios 
toxicológicos, farmacológicos e nutricionais. Nesse caso, biomarca- 
dores celulares são analisados, como modificações na expressão de 
genes e proteínas, ou, ainda, interações célula-célula, ou liberação de 
citocinas, observadas na resposta imunológica. 


A cultura de células de animais ou de seres humanos 
pode ter início pela dispersão de células provenientes do 
sangue ou de biópsias em um meio nutritivo apropriado 
presente em um frasco ou placa (Figura 34.7). Quando as 
células aderem à superfície do frasco ou da placa, tem-se a 
cultura em monocamada; porém, quando as células so- 
brevivem e proliferam sem a necessidade de adesão, tem-se 


a cultura em suspensão. Quando as células são provenien- 
tes diretamente do tecido de origem, são denominadas 
cultura primária. Quando as células da cultura primária 
aumentam em número, a camada do substrato do cultivo 
celular é ocupada e as células confluem, estabelecendo 
contato intercelular. Torna-se, então, necessário produzir 
subculturas sucessivas. 
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Figura 34.7 Princípios da cultura primária de células. 


Para a manutenção das células em cultura, é necessá- 
ria a conservação de uma atmosfera adequada, que ocorre 
em estufas de CO,. Nesses equipamentos, a temperatura é 
mantida em 37°C, com uma mistura de gases umidificada 
e controlada em 5% de CO, e 95% de O,. Dessa forma, é 
mantido também o pH do meio, em torno de 7,4, já que 
este pode ser modulado a partir das pressões parciais de 
O, e de CO, do ambiente. 

O meio de cultura fornece nutrientes e substratos ade- 
quados para garantir o crescimento celular ótimo (Figura 
34.8). Um dos substratos mais utilizados é o soro fetal bo- 
vino, que contém uma mistura complexa de fatores de 
crescimento, hormônios, proteínas e vitaminas. Outras 
substâncias que podem ser adicionadas ao meio de cultura 
são os antibióticos, utilizados para reduzir a frequência de 
contaminação. Mais recentemente, porém, tem-se reco- 
mendado a não utilização desses fármacos em meios de 
cultura, uma vez que podem estimular o desenvolvimento 
de organismos resistentes, mascarar infecções por mico- 
plasma, além de interferir em diversas vias metabólicas.” 

Para a avaliação da ação de um nutriente ou CBA in 
vitro, é necessária, em um primeiro momento, a análise 
do crescimento celular. Para tanto, diversas metodologias 
estão disponíveis, como a marcação com azul de tripan, 
cristal violeta, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 
-2,5-difenil tetrazólio (MTT) e timidina marcada com 
trítio ([PH]-timidina). Embora esta última seja utilizada 
por alguns pesquisadores para a avaliação da proliferação 
celular, uma vez que, durante a síntese de DNA, as célu- 
las incorporam a timidina marcada com trítio, sua análi- 
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Figura 34.8 Constituintes básicos de um meio de cultura. 


se requer equipamentos específicos. Além disso, há restri- 
ções no Brasil para a aquisição de radioisótopos, que po- 
de ser realizada somente por pesquisadores capacitados e 
que trabalhem em instituições autorizadas pela Comis- 
são Nacional de Energia Nuclear (CNEN). 

Outro método utilizado para a avaliação da prolife- 
ração e fisiologia celular é a citometria de fluxo. O méto- 
do tem como base a captação de comprimentos de on- 
da emitidos por células, estejam elas marcadas ou não 
com compostos fluorescentes, como sondas ou anticor- 
pos (Figura 34.9). Esses compostos fluorescentes podem 
marcar proteínas diversas, inclusive as relacionadas com 
o ciclo celular e a apoptose, ou até mesmo ácidos nuclei- 
cos.*! Assim, a citometria de fluxo permite avaliar os efei- 
tos de nutrientes e de CBA na regulação do ciclo celular, 
sendo uma metodologia útil para estudos de genômica 
nutricional. 
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Figura 34.9 Princípio da técnica de citometria de fluxo utilizada para a 
captação de comprimentos de onda emitidos por células. Estas podem 
estar ou não marcadas com compostos fluorescentes, como sondas 
ou anticorpos. Com a emissão de um /aser, é possível detectar células 
que apresentam ou não expressão de proteínas específicas. 


Modelos para estudos de genômica nutricional 


Um exemplo de linhagem de célula amplamente uti- 
lizada em estudos de genômica nutricional é a Caco-2. 
Essa linhagem é derivada de um carcinoma colorretal 
que apresenta muitas das características morfológicas tí- 
picas de um enterócito humano normal.” Células Ca- 
co-2 podem ser úteis para avaliação da absorção intesti- 
nal de fármacos, de nutrientes e de CBA. Outro exemplo 
de linhagem de célula amplamente utilizada em estudos 
de genômica nutricional é a HepG2, derivada de um car- 
cinoma hepatocelular humano. Ela já foi utilizada para a 
avaliação da modulação da expressão gênica de nutrien- 
tes como o zinco? ou de CBA como compostos fenóli- 
cos.™ Entretanto, a linhagem celular HepG2 apresenta 
atividade enzimática das enzimas de fase 1 (CYP450) e 2 
reduzida quando comparada à de culturas de hepatócitos 
primários. Assim, essa linhagem celular não é adequada 
para avaliar compostos que apresentam conhecida toxi- 
cidade in vivo. 

Como existem limitações metabólicas em alguns 
modelos, há interesse no desenvolvimento de outros mé- 
todos de estudo in vitro, como a cocultura celular. Nesse 
caso, duas ou mais linhagens celulares são cultivadas em 
conjunto, compartilhando o mesmo ambiente e trata- 
mento. Nesse sentido, coculturas de células endoteliais e 
de macrófagos podem ser utilizadas como um modelo in 
vitro que mimetiza o ambiente pró-inflamatório que ca- 
racteriza a formação de placas de ateroma. Esse tipo de 
cultura foi utilizado para a avaliação de eventos molecu- 
lares precoces da aterosclerose e sua modulação por fla- 
vonoides extraídos de folhas de Ginkgo biloba.” 

Células dependem de regulação promovida pelo am- 
biente para sua homeostasia, ou até mesmo da vizinhan- 
ça celular, como estímulos parácrinos. Uma forma de re- 
produzir esse microambiente é a utilização de explantes 
de tecidos ou até mesmo de cortes de órgãos, que são 
cultivados em cultura. Estes representam um modelo in 
vitro multicelular e tridimensional que apresenta funções 
similares a tecidos in vivo em razão da presença de diver- 
sos tipos celulares na sua arquitetura, além de envolver 
também as interações célula-célula e célula-matriz extra- 
celular. Outra metodologia in vitro utilizada é a cultura 
de células em três dimensões (3D). Ao contrário da cul- 
tura clássica, que ocorre em monocamada, a cultura 3D 
aumenta as interações das células entre elas e com o am- 
biente. Nesse modelo, ocorre a formação de estruturas 
multicelulares, que apresentam, no seu interior, hetero- 
geneidade celular com microambiente característico e 
exposição diferencial a nutrientes.*! 

Embora estudos in vitro possam ser úteis para análise 
do metabolismo celular e mecanismos de ação de nu- 
trientes e CBA, eles apresentam limitações relativas ao 
fornecimento de informações definitivas de como com- 
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postos podem interagir com o organismo. Assim, é inte- 
ressante que as alterações na expressão gênica observadas 
em estudos in vitro sejam também analisadas e compro- 
vadas em modelos in vivo. 


MODELOS PARA ESTUDO DE GENÔMICA 
NUTRICIONAL /N VIVO 


Animais de laboratório 


A experimentação com animais de laboratório é am- 
plamente utilizada em estudos de nutrição. Representa 
uma conexão entre estudos in vitro e aqueles que procu- 
ram analisar o efeito de nutrientes e CBA administrados 
in vivo. Porém, a experimentação com animais de labo- 
ratório apresenta restrições éticas e morais. Animais têm 
comportamentos próprios de cada espécie, instinto de 
sobrevivência e memória. São suscetíveis ao ambiente, 
podendo sentir dor e estresse. De forma similar ao que 
ocorre com pesquisas que envolvem seres humanos, ne- 
nhum estudo com animais de laboratório deve ser ini- 
ciado antes da aprovação por uma Comissão de Ética 
em Pesquisa com Animais. O uso de animais de labora- 
tório em pesquisa deve respeitar o princípio dos 3R (re- 
placement, reduction and refinement). Por replacement, 
entende-se a substituição do uso de animais por outras 
alternativas; reduction representa a redução do número 
de animais utilizados; e refinement, o aprimoramento da 
pesquisa, com adequação dos métodos para minimizar 
o sofrimento animal. 

A experimentação pode ser realizada com animais 
inbred ou outbred. Animais inbred são também denomi- 
nados isogênicos por serem geneticamente iguais. Esses 
animais são obtidos a partir de cruzamentos entre ir- 
mãos da mesma geração por, pelo menos, vinte gerações 
consecutivas. Assim, observa-se nesses animais grau ele- 
vado de consanguinidade. São utilizados frequentemen- 
te em pesquisas que envolvem o sistema imune ou ainda 
em estudos de carcinogênese. Em geral, os inbred são me- 
nores e menos férteis quando comparados aos animais 
heterogênicos (outbred). Os animais outbred apresentam 
genótipo variado por serem obtidos por meio de cruza- 
mentos aleatórios. Assim, são utilizados em estudos em 
que a variabilidade genética é desejada, como aqueles 
que procuram reproduzir populações, como ensaios to- 
xicológicos e nutricionais. Os outbred são animais robus- 
tos, mais férteis e menos suscetíveis às variações ambien- 
tais, como temperatura e umidade, quando comparados 
aos inbred.” 

Os estudos em genômica nutricional podem utilizar 
diversas abordagens, como transcriptômica, proteômica e 
metabolômica. Nesse sentido, animais de experimentação 


são utilizados para compreender melhor as interações en- 
tre genes e nutrientes, já que consistem em sistemas bioló- 
gicos complexos. Apesar da possibilidade de extrapolação 
dos fenômenos observados em uma espécie animal para 
outra, os resultados podem não ser totalmente preditivos 
do que ocorre em seres humanos.”! Porém, o conheci- 
mento a respeito da bioquímica, fisiologia, toxicologia e 
farmacologia humana ainda depende dos estudos com 
animais de experimentação. Ainda nesse contexto, ressal- 
ta-se que várias descobertas na área da genômica nutri- 
cional foram realizadas com modelos in vivo. 

Os estudos de genômica nutricional in vivo utilizam, 
geralmente, animais que podem ser ou não submetidos 
a modelo de alterações metabólicas, como obesidade, 
câncer e diabete. Essas condições podem ocorrer espon- 
taneamente, como no caso dos camundongos Apc™™, que 
são utilizados como modelos de polipose adenomatosa 
humana? ou em coelhos Watanabe Heritable Hyperlipi- 
demic (WHHL) usados para estudo de hipercolesterole- 
mia familiar humana.” Alguns modelos utilizam indução 
química de afecções, como a administração intraperito- 
neal de azoximetano em roedores, para estudo da carci- 
nogênese de cólon,*! ou, ainda, modelos que associam a 
administração de compostos com algum procedimento 
cirúrgico, como o modelo do hepatócito resistente, em 
que a indução da hepatocarcinogênese ocorre com a apli- 
cação intraperitoneal de dietilnitrosamina, seguida pela 
administração por via oral de acetilaminofluoreno e, 
por fim, hepatectomia parcial a 70% (Figura 34.10). 
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Figura 34.10 Modelo de hepatocarcinogênese do hepatócito resis- 
tente. Ratos recebem, por via intraperitoneal, dose única de dietil- 
nitrosamina. Após duas semanas, os animais recebem, por via oral, 
acetilaminofluoreno. Logo em seguida, os ratos são submetidos a uma 
hepatectomia, em que 70% do fígado é removido. Quatro semanas 
após a cirurgia, é possível observar lesões pré-neoplásicas. 


No caso de animais que não foram submetidos a ne- 
nhum protocolo específico para indução de alterações 
metabólicas, há estudos que utilizam metodologias trans- 
criptômicas, como quando foi avaliado o efeito de dife- 
rentes fontes proteicas na expressão gênica em fígados de 
ratos. Com a utilização desse tipo de estudo, ratos Spra- 


gue Dawley foram tratados com rações contendo caseína 
ou proteína da soja como fontes proteicas durante oito 
semanas. No final desse período, avaliou-se o padrão de 
expressão de 8 mil genes, 33% dos quais sofreram altera- 
ções no tecido hepático de ratos que ingeriram ração 
contendo proteína da soja. As principais modificações 
observadas foram o aumento da expressão de genes rela- 
cionados com o metabolismo de esteroides e com a ativi- 
dade antioxidante, bem como redução da expressão de 
genes envolvidos com o metabolismo de aminoácidos.” 

Um exemplo de estudo que utilizou animais que de- 
senvolvem neoplasias espontaneamente foi o de Barone 
et al.“ no qual foi avaliado o efeito do tratamento de ca- 
mundongos Apc™™ com rações contendo óleo de salmão 
ou óleo de oliva na carcinogênese de cólon. Nesse traba- 
lho, constatou-se redução da expressão da enzima hidro- 
ximetilglutaril coenzima A redutase (HMGCOoA reduta- 
se) — que apresenta papel regulatório do metabolismo do 
colesterol — em animais tratados com rações enriqueci- 
das com óleo de salmão ou de oliva, quando comparados 
aos que receberam ração padrão. Para essa análise foi uti- 
lizada como ferramenta a qPCR. 

O mecanismo de regulação da enzima HMGCOA re- 
dutase pelo betacaroteno foi avaliado em ratos submeti- 
dos a uma hepatectomia parcial a 70% como modelo de 
avaliação da proliferação celular. Nesse estudo, com o uso 
da técnica de Northern blotting, verificou-se que o carote- 
noide regula a expressão da HMGCoA redutase por me- 
canismos pós-transcricionais.” Esse trabalho, em uma 
perspectiva histórica, foi um dos precursores dos estudos 
de nutrigenômica no Brasil. 

Betaionona e geraniol, CBA presentes na uva e no li- 
mão, respectivamente, também induzem modificações 
moleculares importantes no contexto da hepatocarcino- 
gênese. Assim, ratos submetidos ao modelo do hepatócito 
resistente e tratados com betaionona tiveram aumento de 
expressão da HMGCoA-redutase verificado por RT-PCR. 
Já os animais tratados com geraniol apresentaram redu- 
ção da expressão da proteína RhoA, verificada por Wes- 
tern blotting. 

Métodos para a substituição do uso de animais de 
laboratório em pesquisa evoluíram significativamente 
nos últimos anos. Compreendem métodos in vitro, como 
culturas de células, e in silica, como modelos matemáti- 
cos e simuladores. 


Seres humanos 


A experimentação com seres humanos apresenta di- 
versas limitações, como restrições éticas e morais. Normas 
internacionais foram estabelecidas desde 1949 para que as 
pesquisas que envolvam seres humanos fossem desenvol- 
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vidas com princípios éticos. A Declaração de Helsinque 
(redigida em 1964 e com última revisão em 2013) é consi- 
derada fundamental para a proteção dos participantes de 
uma pesquisa. No seu primeiro artigo, ela afirma que a 
pesquisa envolvendo humanos deve estar adaptada aos 
princípios morais e científicos e basear-se em experiências 
de laboratório e com animais ou, ainda, em outros fatos 
cientificamente determinados.” Nesse sentido, nenhuma 
pesquisa envolvendo seres humanos deve ser iniciada an- 
tes da aprovação por um Comitê de Ética em Pesquisa com 
Seres Humanos. Com relação aos participantes do estudo, 
a sua seleção deve ser adequada aos objetivos do trabalho e 
o número de indivíduos necessários para a pesquisa deve 
ser calculado por um estatístico. Um termo de Consenti- 
mento Livre e Esclarecido deve ser elaborado e entregue 
aos participantes. Esse documento deverá detalhar todos 
os procedimentos experimentais a que estarão sujeitos, e 
indivíduos só poderão ser incluídos na pesquisa se concor- 
darem e assinarem tal termo. 

Os últimos dez anos apresentaram aumento cres- 
cente de estudos de intervenção em seres humanos com 
aplicação de tecnologias genômicas. Esses trabalhos têm 
buscado identificar novos biomarcadores que podem ser 
definidos como de resposta ou de suscetibilidade. Os bio- 
marcadores de resposta refletem a modificação do meta- 
bolismo ocasionada pela ingestão de um determinado 
nutriente ou CBA, tanto em nível transcricional (RNA) 
como pós-transcricional (proteínas e metabólitos). Os 
biomarcadores de suscetibilidade estão associados com 
avaliação de polimorfismos genéticos.” 

Metodologias transcriptômicas permitem avaliar os 
efeitos da ingestão de nutrientes ou CBA na expressão gê- 
nica. A literatura apresenta estudos que demonstram a 
modulação da expressão gênica por nutrientes ou CBA 
em humanos* e que apresentam, basicamente, um deli- 
neamento experimental comum. Embora cada trabalho 
tenha detectado inúmeros transcritos com diferenças de 
expressão, seus resultados dependeram dos valores de 
corte utilizados, os quais, geralmente, eram reduzidos. 
Assim, dados obtidos a partir de estudos de genômica nu- 
tricional com metodologias transcriptômicas em huma- 
nos demonstram alterações discretas em nível transcri- 
cional, o que pode ser esperado, uma vez que o organismo 
humano apresenta considerável capacidade de homeosta- 
sia. A duração reduzida dos estudos, assim como o crité- 
rio de escolha dos indivíduos que participaram desses 
trabalhos, usualmente adultos saudáveis, também contri- 
buiu para que os resultados obtidos fossem discretos. 

Em estudos de genômica nutricional em seres hu- 
manos é comum obter-se RNA a partir de amostras de 
sangue total, de células mononucleares do sangue peri- 
férico (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) que 
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englobam monócitos e linfócitos (Th1, Th2, Be NK) ou, 
ainda, de biópsias. Apesar de serem utilizadas em diver- 
sos trabalhos, amostras de sangue total ou de biópsias 
fornecem RNA derivado de uma mistura de diferentes 
tipos celulares. Consequentemente, estas apresentam pa- 
drão distinto de transcrição gênica, o que pode ser con- 
siderado uma desvantagem. Isso poderia ser evitado ex- 
traindo-se o RNA de amostras de PBMC, reduzindo 
assim a população de células doadoras desse ácido ribo- 
nucleico.” Ainda nesse sentido, observou-se que existem 
diferenças no padrão de expressão gênica quando são 
comparados diferentes métodos de coleta de amostras 
de um mesmo tecido. Assim, amostras de biópsias de te- 
cido adiposo obtidas por punção aspirativa por agulha 
fina (PAAF) apresentam mudanças na expressão de ge- 
nes relacionados com o processo inflamatório quando 
comparadas àquelas obtidas por ressecção cirúrgica. Re- 
sultados similares foram também observados em amos- 
tras de biópsias de próstata.™””! A validação dos resulta- 
dos obtidos por metodologias transcriptômicas por um 
segundo método de análise, como qRT-PCR é aconse- 
lhável. Em muitos casos, mudanças no padrão de ex- 
pressão gênica podem ser confirmadas, mesmo que a 
análise transcriptômica apresente variações discretas nos 
níveis de RNAm. 

Estudos que utilizam análises proteômicas em seres 
humanos apresentam, basicamente, o mesmo delinea- 
mento experimental de trabalhos com abordagens trans- 
criptômicas. Há na literatura estudos que integram as 
duas abordagens.“ A maior limitação desses trabalhos é a 
dificuldade da determinação de proteínas presentes em 
concentrações reduzidas, principalmente quando se ana- 
lisa o plasma humano. Este apresenta como principais 
constituintes proteicos a albumina e as imunoglobulinas, 
que compreendem aproximadamente 90% do seu pro- 
teoma. Assim, em estudos que utilizam o plasma huma- 
no, é aconselhável um pré-tratamento para depleção da 
albumina, transferrina, fibrinogênio e de imunoglobuli- 
nas. Outras limitações para o uso de metodologias 
proteômicas em estudos de genômica nutricional em hu- 
manos incluem o custo elevado, assim como o tempo ex- 
cessivo necessário para o tratamento das amostras e suas 
análises. Em razão dessas limitações, as análises não são 
realizadas em amostras de todos os participantes ou são 
analisados pools, ou seja, misturas de proteínas ou outros 
constituintes de diversos indivíduos. Entretanto, pools 
apresentam grande variabilidade, o que pode mascarar 
os efeitos de uma intervenção nutricional, por exemplo. 
Assim como outras ferramentas ômicas, estudos com pro- 
teômica podem apresentar resultados que necessitam de 
confirmação por outras metodologias baseadas em anti- 
corpos, como ELISA ou Western blotting.' 


Recentemente, estudos de genômica nutricional têm 
incorporado abordagens metabolômicas para correlacio- 
nar metabólitos, alimentação e estado de saúde e doença. 
Essas tecnologias ainda estão em desenvolvimento e di- 
versos metabólitos ainda são de difícil detecção analítica 
ou suas estruturas químicas ainda não foram identifica- 
das. Assim, estudos que aplicam essas técnicas estão limi- 
tados a algumas centenas de metabólitos quantificáveis 
que ainda representam apenas pequena porcentagem de 
todas as vias metabólicas que eventualmente estejam ati- 
vadas. Dessa forma, a metabolômica fornece, atualmen- 
te, resultados limitados quando comparados com outras 
abordagens ômicas, como a transcriptômica. 

Seres humanos apresentam variações genéticas, den- 
tre as quais as alterações em um único nucleotídeo — po- 
limorfismos de nucleotídeo único (SNP, single nucleotide 
polymorphism) — representam aproximadamente 90% do 
total e podem estar relacionadas com a incidência de 
DCNT.™ Nesse sentido, diversas bases de dados de SNP 
estão disponíveis para consulta na internet, sendo a mais 
abrangente a do Centro Nacional para Informação Bio- 
tecnológica (NCBI, National Center for Biotechnology In- 
formation) (Quadro 34.1). 


Quadro 34.1 Algumas bases de dados de SNP 


Base de dados e endereço na Caracteristicas 


internet 
dbSNP Apresenta mais de seis 
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/ milhdes de SNP validados 
projects/SNP) do genoma completo 
HapMap Apresenta um milhão de SNP 
(http://hapmap.org/cgi-perl/ presentes no genoma de 
gbrowse) quatro populações distintas 
HGVbase Contém mais de 2,8 milhões 
(http://hgvbase.cgb.ki.se/) de SNP do genoma completo 
GVS Integra os SNP das bases 


(http://gvs.gs.washington.edu/GVS) dbSNP e HapMap 


Contém 1,5 milhão de SNP 
presentes no genoma de três 
populações distintas 


Perlegen Genotype Data 
(http://genome.perlegen.com) 


Apresenta mais de 197 mil 
SNP presentes na população 
japonesa 


Contém SNP de 167 genes 


JSNP 
(http://snp.ims.u-tokyo.ac.jp/) 


PharmGKB envolvidos com o metabolismo 
(http://www.pharmgkb.org) dexenobióticos 
SNP500Cancer Apresenta mais de 13.400 SNP 
(http://snp500cancer.nci.nhi.gov/ em genes envolvidos com 
home_1.cfm) diversos tipos de cancer 


Apresenta mais de 83 mil SNP 
em genes que podem ser 
modulados pelo ambiente 


NIEHS SNPs Program 
(http://egp.gs.washington.edu) 


A análise de SNP pode consistir em uma ferramenta 
poderosa para o estudo de como variações individuais 


promovem respostas diferentes a determinados nutrientes 
ou CBA e qual é o impacto destes no estado de saúde ou 
doença do indivíduo. Porém, deve-se considerar que DCNT 
são multifatoriais e, atualmente, não são conhecidos todos 
os polimorfismos que estão diretamente associados a essas 
enfermidades.” SNP relacionados com DCNT que podem 
ser modulados pela alimentação foram identificados, prin- 
cipalmente, com amostras de milhares de participantes de 
grandes estudos epidemiológicos. 


Modelos experimentais que procuram analisar o pa- 
pel de intervenções nutricionais em indivíduos que apre- 
sentam ou não determinado polimorfismo apresentam 
delineamento experimental mais simples quando compa- 
rado a estudos que determinam SNP. Embora o número 
de participantes possa consistir em uma limitação estatís- 
tica, é possível delinear estudos com número reduzido de 
indivíduos. A literatura apresenta diversos trabalhos com 
esse desenho, como um estudo que investigou o papel dos 
polimorfismos PLINI 11482G > A e PLIN1 13041A > Gem 
78 mulheres obesas submetidas a uma dieta com restrição 
calórica durante 12 semanas. No final do período de res- 
trição calórica, os autores do trabalho observaram que 
mulheres que carreavam o alelo A apresentaram dificul- 
dades para redução do peso corporal. Ainda, carreadoras 
do alelo 11482A tiveram menor redução da circunferên- 
cia da cintura e menor redução na oxidação lipídica quan- 
do comparadas às mulheres que não carreavam tal alelo.” 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Além dos estudos clássicos de nutrigenômica e nutri- 
genética, pesquisas em genômica nutricional podem apre- 
sentar abordagens que envolvem outras ciências. Assim, 
aspectos da biologia do desenvolvimento, como a gameto- 
gênese e a embriogênese, podem ser modulados pela ali- 
mentação e influenciar o estado de saúde e doença dos des- 
cendentes. Essas modificações ocorrem por mecanismos 
epigenéticos e são avaliadas principalmente em modelos 
com animais de experimentação.” Mais informações a esse 
respeito podem ser obtidas nos Capítulos 5 e 28. 

Estudos que envolvem a relação entre nutrigenética e 
atividade física são, ainda, incipientes, tendo sido identi- 
ficados apenas alguns SNP em seres humanos e genes que 
podem ser suscetíveis à regulação epigenética durante o 
exercício físico. Por outro lado, existe maior número de 
estudos a respeito da modulação da expressão gênica por 
nutrientes e CBA durante esse processo.* Pesquisas tam- 
bém procuram avaliar a interação entre nutrientes, mi- 
crobiota e epitélio intestinal por meio de metodologias 
que integram microbiologia, taxonomia e genômica em 
um contexto denominado gutomics.” Ferramentas ômi- 
cas também estão sendo utilizadas para modificação de 
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alimentos, principalmente frutas e hortaliças. Assim, há a 
possibilidade da inserção, ativação ou silenciamento de 
genes, o que pode resultar em produtos com melhor va- 
lor nutricional para o consumidor. 
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Metabolômica aplicada aos estudos de 
genômica nutricional 


INTRODUÇÃO 


Metabolômica é um campo de estudo no contexto 
das tecnologias ômicas, em destaque e desenvolvimento 
progressivos na era pós-genoma. Ela fornece a possibili- 
dade de análise ampla e abrangente de um grande núme- 
ro de compostos presentes em amostras biológicas. Essa 
avaliação, quando aplicada em estudos de genômica nu- 
tricional, permite explorar as interações complexas entre 
a alimentação e o organismo humano. Consequentemen- 
te, possibilita melhor compreensão das implicações e al- 
terações no metabolismo, mesmo que sutis, ocasionadas 
por padrões alimentares, alimentos, nutrientes e com- 
postos bioativos de alimentos (CBA) em diferentes con- 
dições fisiológicas ou patológicas e, ainda, de acordo com 
diferentes genótipos.! 

Os avanços tecnológicos, especialmente em espectro- 
metria de massas (MS) e em ressonância magnética nu- 
clear (RMN), que possibilitam a análise simultânea de 
um número considerável de metabólitos, proporciona- 
ram uma visão mais globalizada sobre as alterações dina- 
micas ocasionadas por interações entre o ambiente e o 
genoma, o transcriptoma e o proteoma, em um sistema 
biológico complexo. Assim, a metabolômica pode ser 
considerada o estudo sistemático de produtos endógenos 
de baixo peso molecular (metabólitos) ou do conjunto 
desses produtos (perfil metabólico) em amostras biológi- 
cas.” Pode também ser definida como uma ferramenta de 
análise ampla que estuda os metabólitos oriundos de um 
organismo vivo. Assim, a metabolômica tornou-se uma 
ferramenta relevante para elucidação dos processos bio- 
químicos envolvidos no metabolismo de nutrientes.! 

O desenvolvimento tecnológico resultante do Projeto 
Genoma Humano possibilitou o progresso das ciências 
ômicas, evoluindo para um patamar muito superior e de 
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maneira mais rápida, se comparada ao que ocorria ante- 
riormente. Hoje, é possível obter melhor compreensão 
sobre como a informação codificada em genes é transcri- 
ta em RNA mensageiro (RNAm) e como a sua tradução 
resulta em proteínas, as quais, finalmente, após a execu- 
ção de suas funções, podem originar metabólitos. Assim, 
a cascata Ômica típica apresentada na Figura 35.1 é re- 
presentada pela genômica, que tem como objetivo estu- 
dar o genoma; pela transcriptômica, que avalia o conjun- 
to de transcritos oriundos da informação do genoma; 
pela proteômica, que analisa as proteínas traduzidas a 
partir da informação carreada pelos transcritos; e, final- 
mente, pela metabolômica, que tem como objetivo de- 
terminar os produtos do metabolismo individual, ou se- 
ja, os compostos de baixo peso molecular, chamados de 
metabólitos. 
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Figura 35.1 Representação da cascata “ômica” no contexto da biolo- 
gia de sistemas. Fonte: adaptada de Bujak et al. 


Dessa forma, o metaboloma pode ser considerado o 
elo entre o genótipo e o fenótipo. Por consequência, meta- 
bólitos podem ser identificados como biomarcadores de 
variações genéticas, de condições fisiológicas ou patológi- 
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cas e de intervenções nutricionais, podendo ser utilizados 
no direcionamento da adoção de hábitos e de estilo de vi- 
da que resultem em homeostase fisiológica (Figura 35.2). 
Cabe destacar que a determinação de metabólitos como 
biomarcadores não é simples, uma vez que existem inúme- 
ras interações de rede e de feedback entre metabólitos, pro- 
teínas, transcritos e genes, e estas estão sujeitas, ainda, à 
modulação ambiental, incluindo a alimentação.” Além dis- 
so, os metabólitos podem regular a expressão de genes, al- 
terar a atividade de enzimas e as funções das proteínas. 
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Figura 35.2 A homeostase fisiológica de um organismo é produto de 
interações complexas entre RNA, proteínas e metabólitos. O sistema 
biológico é constantemente moldado por influências ambientais que 
podem ser classificadas em duas categorias principais: o expossoma 
e o estilo de vida. O primeiro contempla todos os fatores externos, 
como a alimentação, a microbiota intestinal e os xenobióticos, incluin- 
do os poluentes ambientais a que um indivíduo possa ser exposto. O 
segundo diz respeito à atividade física, ao estímulo cerebral e ao es- 
tresse emocional. Todos esses elementos precisam estar em equilíbrio 
para que a homeostase fisiológica seja mantida. Por meio da análise de 
metabólitos específicos, a metabolômica fornece avaliação do estado 
metabólico global de um organismo, oferecendo medidas cumulativas 
de todas as interações. Fonte: adaptada de Bujak et al. 


A relação entre genes, alimentação e saúde é comple- 
xa e ainda não está completamente elucidada. Nesse sen- 
tido, a metabolômica é uma ferramenta essencial para 
estudos de genômica nutricional, na busca pela compre- 
ensão dos efeitos dos nutrientes e dos CBA na regulação 
da homeostase metabólica de acordo com o genótipo in- 
dividual. O desenvolvimento de equipamentos e técnicas 
mais acuradas contribuiu para o aumento do número de 
metabólitos que podem ser quantificados em uma única 
análise ou experimento, permitindo o monitoramento 
de centenas de compostos simultaneamente. Essa abor- 
dagem é essencial para análises sobre os efeitos de dietas 
complexas, alimentos, nutrientes ou CBA em organis- 
mos, pois, na maioria dos casos, a análise de um conjunto 
de biomarcadores é necessária para uma avaliação mais 
fidedigna. A MS é essencial a essa análise, especialmente 
quando se utilizam espectrômetros de massa do tipo tri- 
plo quadrupolo, os quais possibilitam a análise simulta- 


nea de metabólitos por meio de reações múltiplas de mo- 
nitoramento (MRM, multiple-reaction monitoring). 

Este capítulo descreve alguns termos, equipamentos 
e técnicas, bem como um resumo dos estudos relaciona- 
dos à metabolômica aplicada em estudos de genômica 
nutricional. 


METABOLOMA E METABÓLITOS 


Metaboloma é o conjunto de todos os metabólitos 
presentes em um organismo e, por isso, a sua determina- 
ção é, ao mesmo tempo, importante e difícil de ser realiza- 
da.” A metabolômica pode ser definida como uma ferra- 
menta de análise de compostos de baixo peso molecular 
(metabólitos) presentes em amostras biológicas de um 
organismo, gerados por meio de suas vias metabólicas.” 
No contexto da metabolômica, biomarcador pode ser de- 
finido como um metabólito que melhor se correlaciona 
com variações genéticas de indivíduos submetidos a de- 
terminados fatores ambientais, sendo um indicador ca- 
racterístico de processos biológicos normais ou patogêni- 
cos, bem como resultado de intervenções nutricionais ou 
farmacológicas. Embora alguns biomarcadores já este- 
jam bem definidos (p. ex., glicose e insulina plasmáticas e 
perfil lipídico), há um aumento crescente da necessidade 
de determinação de novos biomarcadores capazes de pro- 
porcionar melhor compreensão sobre o estado de saúde 
de indivíduos expostos a determinados padrões alimenta- 
res ou a tratamentos medicamentosos. Dessa forma, as 
abordagens holísticas na identificação de um maior nú- 
mero de metabólitos podem definir melhor a relação en- 
tre o ambiente e a homeostasia metabólica individual. 

De maneira geral, os metabólitos podem ser dividi- 
dos em duas classes de compostos: solúveis em água ou 
hidrofílicos (nucleotídeos, açúcares, aminoácidos e car- 
boidratos) e não solúveis em água ou hidrofóbicos (lipí- 
dios, carotenoides, como o licopeno, e vitaminas insolú- 
veis em água, como a vitamina E e seus isômeros). Os 
principais componentes da classe dos lipídios são os áci- 
dos graxos, destacando-se os poli-insaturados (PUFA, 
polyunsaturated fatty acids) ômega-3 e ômega-6. Dentre a 
família dos 6mega-3 destacam-se os ácidos alfa linoléni- 
co (ALA), docosaexaenoico (DHA) e ecosapentaenoico 
(EPA). Já na família dos 6mega-6 destacam-se os ácidos 
linoleico e araquidônico.' Os lipídios destacam-se nesse 
contexto de forma especial por estarem envolvidos em 
inúmeros processos bioquímicos. A avaliação desses 
compostos pode ser considerada uma subárea da meta- 
bolômica, conhecida como lipidômica. 

A análise metabolômica pode ser realizada para ava- 
liação e quantificação de metabólitos presentes em dife- 
rentes amostras biológicas, como sangue total, soro, plas- 


ma, urina, saliva, tecidos, extratos e culturas celulares. 
Entretanto, a maioria dos estudos avalia a urina e/ou san- 
gue (soro ou plasma). 

A avaliação de um número expressivo de metabólitos 
somente foi possível com os avanços no desenvolvimento 
de equipamentos e técnicas de análise. Atualmente, duas 
técnicas principais são utilizadas para a determinação 
dos metabólitos: RMN e MS. Esta última pode estar aco- 
plada à cromatografia gasosa (CG-MS, cromatography gas 
coupled mass spectrometry), à cromatografia líquida de al- 
ta eficiência (HPLC-MS, high performance liquid cromato- 
graphy coupled mass spectrometry) ou à cromatografia lí- 
quida de ultraeficiência (UPLC-MS, ultra performance 
liquid cromatography coupled mass spectrometry) A partir 
da obtenção de dados de metabolômica, é possível a de- 
terminação de um fingerprinting (impressão digital) ou 
perfil metabólico, que é essencial para a compreensão so- 
bre o estado de saúde de um indivíduo ou dos resultados 
de uma intervenção nutricional específica (Figura 35.3). 
As duas técnicas mais amplamente utilizadas nos estudos 
de metabolômica e suas vantagens e desvantagens estão 
descritas a seguir. 


Metabolômica 


Nutrição 


Doenças 
relacionadas à 
alimentação 


Biomarcadores 


Intervenções 
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Figura 35.3 Aplicações da metabolômica na área da nutrição. RMN: 
ressonância magnética nuclear; CG/MS (Cromatography Gas Coupled 
Mass Spectrometry): cromatografia gasosa acoplada a espectrome- 
tria de massas; LC/MS (Liquid Cromatography Coupled Mass Spectro- 
metry): cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa. 
Fonte: adaptada de Gibbons et al.' 


METODOS DE ANALISE EM METABOLOMICA 


Ressonância magnética nuclear 


A RMN foi uma das tecnologias pioneiras na análise 
de metabólitos. Resumidamente, essa técnica baseia-se 
na análise dos 'H (hidrogênios) e/ou do °C (carbono) 
presentes nas moléculas para determinação dos compos- 
tos. Entretanto, em razão da complexidade de amostras 
biológicas, como a urina e o plasma, bem como da estru- 
tura molecular do analito a ser determinado, são necessá- 
rios equipamentos que realizem experimentos mais 
complexos. Tais equipamentos são capazes de executar 
avaliações mais aprofundadas sobre as relações entre os 
átomos °C e 'H (RMN bidimensional). A RMN é uma 
técnica robusta, que apresenta variação muito baixa se 
comparada a outras técnicas de análise. Além disso, as 
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amostras não sofrem destruição e podem ser novamente 
utilizadas na confirmação dos resultados obtidos. Contu- 
do, sua baixa sensibilidade é uma desvantagem, especial- 
mente quando comparada à espectrometria de massa. 
Atualmente, a RMN é amplamente empregada em análi- 
se de tecidos ou células intactas, graças aos experimentos 
de HRMAS ('H High Resolution Magic Angle Spinning), 
capazes de identificar diretamente compostos provenien- 
tes de tais amostras.” 


Espectrometria de massas 


A MS baseia-se na determinação da relação massa/ 
carga (m/z) de moléculas ionizadas. Seu acoplamento 
com as técnicas cromatográficas possibilita a análise de 
ampla variedade de classes de compostos, aumentando, 
dessa forma, a possibilidade de sua aplicação nas análises 
metabolômicas. Os principais métodos de ionização em 
espectrometria de massa acoplados à cromatografia li- 
quida compreendem o electrospray (ESI, electron spray 
ionization), a ionização química à pressão atmosférica 
(APCI, atmospheric pressure chemical ionization) e a ioni- 
zação por eletrofótons (APPI, atmospheric pressure pho- 
toionization). Por outro lado, os métodos de ionização 
dos compostos nas análises por CG-MS mais utilizados 
são o impacto eletrônico e a ionização por chama. 

Essas técnicas são amplamente utilizadas nos estudos 
de metabólitos e, mais recentemente, nos estudos envol- 
vendo a análise de compostos provenientes das vias meta- 
bólicas de nutrientes. Os compostos voláteis e termoestá- 
veis são mais facilmente analisados por CG-MS, enquanto 
os não voláteis necessitam de reações de derivatização 
(inserção de outras moléculas capazes de volatilizar com- 
postos) para serem analisados por CG-MS. Entretanto, 
essa prática aumenta o tempo de análise e reduz a especi- 
ficidade do método.!º 

Tanto o HPLC-MS quanto o UPLC-MS são técnicas 
amplamente empregadas na análise de compostos não 
voláteis e termoestáveis, solúveis em água e em solven- 
tes orgânicos, e são capazes de determinar compostos 
de baixo ou alto peso molecular e em ampla faixa de 
polaridade. Para as separações utilizando-se o HPLC são 
empregadas colunas cromatográficas com tamanho de 
partícula de 3 a 5 mcm, diâmetro de 3 a 4,6 mm e com- 
primento de 50 a 250 mm, com fluxos de fase móvel entre 
0,5 e 1,5 mL/min. Embora a HPLC ainda seja considera- 
da uma das melhores técnicas cromatográficas, com o 
advento do UPLC, mudanças significativas ocorreram no 
tempo de análise, no poder de separação, na economia de 
fase móvel e na sensibilidade das metodologias. Uma das 
diferenças mais significativas entre o HPLC e o UPLC, 
sem dúvida, é o tamanho das partículas da fase estacio- 
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nária. Enquanto no HPLC as colunas apresentam partí- 
culas na ordem de 3 a 5 mcm, no UPLC as partículas são 
bem menores, inferiores a 2 mcm. Essa mudança resulta 
em alta resolução, com picos cromatográficos mais bem 
definidos e separações mais eficientes.” Nas seções se- 
guintes, outros equipamentos de espectrometria de mas- 
sa serão abordados, de acordo com a análise a que se des- 
tinam em estudos de genômica nutricional. 


ABORDAGEM METABOLÔMICA EM GENÔMICA 
NUTRICIONAL 


Estratégias de análise utilizando ressonância magnética 
nuclear em estudos de genômica nutricional 


Estudos intervencionais 


As aplicações da RMN na análise de metabólitos, em 
estudos que envolvem abordagens nutricionais, têm au- 
mentado consideravelmente, resultando em grande nú- 
mero de publicações sobre o tema. Em geral, três estraté- 
gias principais estão sendo utilizadas nas pesquisas de 
metabólitos no campo nutricional: estudos intervencio- 
nistas, identificação de biomarcadores alimentares e es- 
tudos de doenças relacionadas à alimentação. 

A metabolômica aplicada aos estudos intervencionis- 
tas em nutrição pode revelar os mecanismos envolvidos 
na metabolização de uma dieta específica e o impacto que 
esta vai gerar em diferentes vias metabólicas. Em um es- 
tudo clínico conduzido com trinta indivíduos agrupados 
por baixo ou alto grau de ansiedade, a RMN foi essencial 
para a determinação de moléculas envolvidas no estresse 
e no metabolismo energético. O tratamento diário com 
40 g de chocolate amargo (74% de cacau) durante catorze 
dias resultou em redução da excreção urinária de cortisol 
e catecolaminas (adrenalina, dopamina e 3-metoxitirosi- 
na) nos indivíduos com alto grau de ansiedade. Além dis- 
so, houve modulação, em ambos os grupos, das concen- 
trações de glicina, transaconitato, prolina, beta-alanina e 
citrato, indicando fortes evidências de que uma interven- 
ção nutricional pode alterar de forma rápida e significati- 
va o metabolismo humano. 

Moazzami et al.” identificaram, por meio de análi- 
ses de RMN, concentrações séricas diminuídas dos ami- 
noácidos leucina e isoleucina e aumentadas de betaína e 
N,N-dimetilglicina em mulheres na pós-menopausa com 
colesterol total elevado, após a alteração da ingestão de 
pão de trigo refinado para o pão integral de centeio (con- 
sumo de, no mínimo, 20% do valor energético total diá- 
rio) durante oito semanas seguidas. Esses resultados per- 
mitiram a conclusão de que o consumo de pão integral 
de centeio promove mudanças favoráveis no metabolis- 


mo de aminoácidos de cadeia ramificada, bem como no 
metabolismo de um carbono, amenizando um padrão 
metabólico plasmático associado com o desenvolvimen- 
to de diabete melito tipo 2 (DM2). 

Em estudo sobre o impacto do aleitamento materno 
comparado a fórmulas industrializadas, com alto teor 
proteico, em bebês a termo de mães com sobrepeso ou 
obesas, foi possível comprovar a utilidade das análises por 
RMN. Foram determinados metabólitos associados ao 
crescimento do bebê na urina e nas fezes; os principais re- 
sultados estão sumarizados na Figura 35.4. Os autores 
concluíram que a determinação de perfis metabolômicos, 
de forma não invasiva a partir de urina e fezes, pode mo- 
nitorar a resposta metabólica e as necessidades de bebês 
durante o crescimento, auxiliando no desenvolvimento de 
fórmulas com efeitos semelhantes ao leite materno." 


Aleitamento 
materno q 


Aleitamento 
com fórmula 


Metabolismo de carboidratos Crescimento e desenvolvimento 
1 Lactato (nas fezes) TIGF- 


1 Oligossacarídeos do leite (nas fezes) 
Metabolismo de proteínas 


1 Ácidos graxos de cadeia curta 
derivados de proteínas (nas fezes) 
1 Ciclo da ureia e do equilíbrio 


Metabolismo energético 
Diferentes metabólitos do ciclo 
de Krebs e da via metabólica 


nitrogenado 
NAD/NADP 


Metabolismo de lipídios 
1 Beta oxidação 
1 Cetogénese (a partir de lipídios 


Metabolismo de lipídios 
Cetogênese (a partir de lipídios do 
leite) e aminoácidos cetogênicos) 


Figura 35.4 Esquema resumindo principais diferenças metabólicas 
entre crianças com aleitamento materno e alimentadas com fórmula. 
IGF-1: fator de crescimento semelhante à insulina 1. NAD: nicotinami- 
da adenina dinucleotídeo; NADP: nicotinamida adenina dinucleotídeo 
fosforilada. Fonte: adaptada de Martin et al." 


Embora a RMN seja uma técnica confiável e com 
baixas variações entre as análises, ela apresenta baixa sen- 
sibilidade. Assim, pesquisadores estão utilizando outras 
técnicas de análise em conjunto, como o acoplamento com 
equipamentos de cromatografia líquida e espectrômetros 
de massa, evitando, dessa forma, identificações e quanti- 
ficações duvidosas que possam comprometer a determi- 
nação de alterações sutis na via metabólica, especialmen- 
te nos estudos de intervenção nutricional.” 


Biomarcadores alimentares 


A RMN aplicada aos estudos de metabolômica tem 
identificado uma série de biomarcadores correlacionados 
ao consumo de alimentos. É amplamente aceito que os 


biomarcadores alimentares são essenciais para a avalia- 
ção de dietas específicas e para a elucidação das vias de 
metabolização dos nutrientes. Heinzmann et al. publi- 
caram um artigo no qual utilizaram 'H RMN com o ob- 
jetivo de identificar biomarcadores de ingestão de frutas 
cítricas. Os autores demonstraram que o metabólito pro- 
lina betaína é um excelente biomarcador da ingestão de 
frutas cítricas. De fato, as concentrações de prolina betaí- 
na nas frutas foi equivalente à sua cinética de excreção e, 
consequentemente, ao seu metabolismo em humanos, 
caracterizando-o como um biomarcador que pode ser 
utilizado como forma de avaliação do consumo de ali- 
mentos específicos. 

Alguns estudos têm observado o aumento das con- 
centrações de determinados metabólitos em dietas ricas 
em carne vermelha, como a 1-metil-histidina e a 3-metil- 
-histidina, tornando-as biomarcadores em potencial.'*!” 
Stella et al.” aplicaram a 'H RMN para caracterizar os 
efeitos de trés dietas distintas: vegetariana, com alto teor 
de proteínas e com baixo teor proteico. As análises revela- 
ram que, com o aumento da ingestão proteica (dieta rica 
em carnes vermelhas), houve aumentos das concentra- 
ções urinárias de creatina, carnitina, acetil-carnitina e 
TMAO (N-óxido de trimetilamina). Por outro lado, nas 
dietas com baixo teor proteico e vegetariana, uma assina- 
tura metabólica pôde ser observada com o aumento das 
concentrações de p-hidroxifenilacetato (cometabólito da 
flora intestinal humana). Esse estudo mostrou o potencial 
de utilização rotineira de biomarcadores nos estudos de 
genômica nutricional e da influência das dietas no meta- 
bolismo humano. 


Doenças relacionadas à alimentação 


A metabolômica tem contribuído extensivamente 
para o entendimento da etiologia de certas doenças, co- 
mo o DM2 e as doenças cardiovasculares. Nesse sentido, 
as análises por RMN são essenciais para a identificação 
de metabólitos envolvidos em tais condições. 

Dados da coorte Intermap Study (International Study 
of Macro/micronutrients and Blood Pressure) indicam 
maior predominância de hipertensão arterial, hipercoles- 
terolemia e infartos, bem como número maior de taba- 
gistas e de IMC alterado, em chineses do norte em com- 
paração com os chineses do sul. Entretanto, as razões 
para tais diferenças não foram determinadas em um pri- 
meiro momento.'* Por meio da análise por 'H RMN da 
urina de 523 chineses do norte e de 244 chineses do sul, 
foram identificadas concentrações aumentadas de meta- 
bólitos importantes, sabidamente relacionados com risco 
aumentado de doenças cardiovasculares, nos indivíduos 
do norte chinês (dimetilglicina, alanina, lactato, aminoá- 
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cidos de cadeia ramificada: leucina, isoleucina e valina, 
glicoproteinas N-acetiladas, ácidos pentanoico e hepta- 
noico e metilguanidina). Por outro lado, metabólitos im- 
portantes relacionados à dieta e ao estilo de vida mais 
saudáveis foram encontrados em concentrações mais ele- 
vadas nos indivíduos do sul chinês, como os cometabó- 
litos da microbiota intestinal: hipurato, 4-cresilsulfato, 
fenilacetilglutamina, 2-hidroxi-isobutirato; succinato, crea- 
tina, scyllo-inositol, prolinabetaína e trans-aconitato. Pô- 
de-se observar nesse estudo relações importantes entre a 
influência do meio ambiente (alimentação e estilo de vi- 
da) e concentrações urinárias aumentadas de metabólitos 
relacionados ao risco de doenças cardiovasculares.” 

Alguns estudos têm revelado relações importantes 
entre o aumento plasmático de aminoácidos de cadeia 
ramificada e a predisposição ao desenvolvimento do DM2. 
Wiirtz et al.” publicaram um estudo de seis anos de acom- 
panhamento com 1.680 jovens adultos. Por meio de aná- 
lises de RMN, foi possível concluir que concentrações 
plasmáticas aumentadas dos aminoácidos leucina, iso- 
leucina, valina, fenilalanina e tirosina estão significativa- 
mente associadas ao desenvolvimento de resistência à 
insulina e, consequentemente, ao risco do desenvolvi- 
mento de DM2. 

Assim, publicações recentes demonstram que a es- 
pectroscopia de RMN tem emergido como técnica 
confiável para investigações em genômica nutricio- 
nal.’ Entretanto, a MS também é uma alternativa para 
determinações de metabólitos e biomarcadores em es- 
tudos que envolvem nutrição. Um dos principais desa- 
fios atuais da metabolômica é a determinação de um 
número expressivo de compostos para avaliação de uma 
assinatura metabólica (ou de um perfil metabólico) que 
represente fidedignamente o estado nutricional de um 
indivíduo ou mesmo de uma população. Para investiga- 
ção metabolômica em genômica nutricional utilizando 
a MS, atualmente três principais estratégias podem ser 
desenvolvidas: metabolômica inespecífica ou de aborda- 
gem ampla, metabolômica-alvo ou específica e metabo- 
lômica in situ ou tecido/órgão específica.” 


Estratégias de análise utilizando 
a espectrometria de massas nos estudos 
de genômica nutricional 


Metabolômica inespecífica 


A metabolômica de abordagem ampla ou inespecifi- 
ca é utilizada quando se deseja fazer uma varredura da 
composição molecular dos alimentos, caracterizar fenó- 
tipos metabólicos de um indivíduo ou investigar os resul- 
tados das intervenções nutricionais no metabolismo hu- 
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mano. Quando se utiliza a metabolômica de abordagem 
ampla, as amostras biológicas são submetidas a uma var- 
redura, sem que se conheça quais substâncias serão en- 
contradas e quais destas serão metabólitos.” 

Para que esse tipo de identificação seja realizada, é 
necessária a utilização de equipamentos com alto poder 
de resolução, como os espectrômetros de massa com 
analisadores dos tipos quadrupolos, armadilha de íons 
(TT, ions-trap), tempo de voo (TOE, time of flight), trans- 
formada de Fourier aplicada a ressonância ciclotrônica 
de íons (FT-ICR, Fourier-transform ion cyclotron resonan- 
ce) ou orbitrap. Esses analisadores podem estar acoplados 
em sequência em alguns modelos de espectrômetros dis- 
poníveis comercialmente (p. ex., o tempo de voo acopla- 
do ao triplo quadrupolo (QTOF-MS/MS) ou o triplo 
quadrupolo acoplado à armadilha de íons (QTRAP-MS/ 
MS). Esse acoplamento aumenta consideravelmente o 
nível de resolução e exatidão na identificação dos com- 
postos ou metabólitos. 

A investigação tem início com a separação dos meta- 
bólitos da matriz biológica (plasma, soro, sangue ou uri- 
na), por meio de técnicas como as extrações liquido-li- 
quido, sólido-líquido ou precipitação de proteínas. Em 
seguida, esses compostos podem ser separados por HPLC, 
UPLC ou CG e, em seguida, são submetidos ao espectrô- 
metro de massa para análise. Dependendo de como a ex- 
tração das amostras biológicas é realizada, a infusão dire- 
ta no espectrômetro de massa também pode ser realizada. 
Entretanto, a separação não é obrigatória, uma vez que o 
alto poder de resolução desses espectrômetros torna des- 
necessária a separação prévia dos compostos por croma- 
tografia. 

Como dezenas ou até mesmo centenas de metabóli- 
tos serão avaliados ao mesmo tempo, a análise estatística 
para confirmação de dados significativos é primordial. 
Fatores como a massa exata, o tempo de retenção dos 
compostos e a concentração e modos de ionização, quan- 
do submetidos à análise estatística utilizando ferramen- 
tas computacionais específicas, podem facilitar a identifi- 
cação e a quantificação dos metabólitos. A maioria dos 
softwares que controlam o espectrômetro de massa possui 
as ferramentas estatísticas necessárias para essa análise. 
Para a confirmação dos resultados, não é rara a utilização 
de espectros com alta resolução, bem como a pesquisa 
em bancos de dados e a comparação com padrões de re- 
ferência dos metabólitos.” 

Em 2010, Castro-Perez et al.? desenvolveram e vali- 
daram uma metodologia para determinação de lipídios 
plasmáticos em pacientes com osteoartrite aguda e mode- 
rada, utilizando um espectrômetro de massa QTOF-MS/ 
MS. Por meio da abordagem shotgun (análise de uma clas- 
se de metabólitos utilizada para monitorar alterações es- 


pecíficas em amostras que possam ou não conter esses 
compostos), os pesquisadores desenvolveram uma meto- 
dologia capaz de monitorar 275 lipídios (das classes dos 
ácidos graxos: ésteres do colesterol, fosfolipídios, mono, di 
e triacilgliceróis) que constituíram a varredura do perfil 
lipídico das amostras. Houve aumento considerável das 
razões entre as concentrações dos fosfolipídios LPC (16:0 
+ 18:0) / PC (36:4 + 38:4) no grupo de pacientes diagnos- 
ticados com osteoartrite aguda em relação aos do grupo 
controle. Nos pacientes diagnosticados com osteoartrite 
moderada não houve alterações significativas da razão en- 
tre os lipídios avaliados. Esses resultados comprovam as 
alterações no metabolismo lipídico em pacientes com os- 
teoartrite aguda, doença na qual existe elevação da ativi- 
dade de fosfolipases que hidrolisam os grupamentos acila 
de fosfolipídios, gerando esse aumento significativo nas 
razões das concentrações dessa classe de metabólitos. 

Com relação a alimentos, informações a respeito de 
compostos oriundos do metabolismo de plantas comestí- 
veis, bem como suas concentrações e conformações estru- 
turais, são essenciais para o entendimento de seus efeitos 
biológicos na promoção da saúde humana. Como exemplo, 
podem-se citar a quantificação e caracterização precisas de 
elagitaninos e do ácido elágico conjugados em alimentos, 
bebidas e suplementos alimentares. Entretanto, essa avalia- 
ção é difícil e complexa, especialmente em razão da dificul- 
dade de obtenção de padrões analíticos puros e metodolo- 
gias que consigam manter esses compostos na sua forma 
nativa, evitando alterações químicas em sua estrutura. Nes- 
se sentido, Gasperotti et al.” desenvolveram uma metodo- 
logia analítica em UPLC-QTOF-HDMS (ultraperformance 
liquid chromatography-quadrupole time-of-flight-high-defi- 
nition mass spectrometry) e HPLC-DAD (high-performance 
liquid chromatography-diode-array detector) para determi- 
nação de elagitaninos e ácido elágico em frutas provenientes 
de onze pomares diferentes em Trentino, na Itália. Com is- 
so, conseguiram determinar vinte estruturas inéditas de ela- 
gitaninos e quatro estruturas conjugadas do ácido elágico 
em frutas do gênero Rubus (amora-preta e framboesa), evi- 
denciando diferenças significativas desses compostos de 
acordo com o modo de cultivo. 


Metabolômica-alvo 


A metabolômica-alvo é uma abordagem quantitativa 
de metabólitos conhecidos, determinados por meio de 
substâncias de referência e, em alguns casos, também pe- 
la comparação em banco de dados, disponíveis em soft- 
wares específicos ou mesmo em websites como: 


= http://www.hmdb.ca/. 
E http://www.genome.jp/kegg/. 


E http://metacyc.org/. 

E http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank. 

E http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/. 

E http://www.ebi.ac.uk/chebi/. 

E http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do. 
E http://www.uniprot.org/. 


Essa abordagem é realizada a partir da análise de me- 
tabólitos específicos, frequentemente associados a deter- 
minada via metabólica. A escolha de classes específicas de 
compostos, como aminoácidos, ácidos graxos, fosfolipi- 
dios ou acilcarnitinas, é essencial para a aplicação dessa 
estratégia e, consequentemente, para a elucidação das alte- 
rações tanto nas concentrações desses metabólitos quanto 
nas vias metabólicas em que são produzidos. 

Geralmente, são utilizados espectrômetros de massa 
mais simples, mas não menos sensíveis, com analisado- 
res do tipo triplo quadrupolo (MS/MS) capazes da rea- 
lização de experimentos de MRM. Esse tipo de experi- 
mento é capaz de analisar simultaneamente centenas de 
metabólitos, com alta capacidade seletiva, diminuindo 
consideravelmente os erros de identificação de metabó- 
litos similares, frequentes em vias metabólicas específi- 
cas (Figura 35.5). Alguns laboratórios já disponibilizam 
comercialmente kits de determinação de centenas de 
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metabólitos divididos em classes de compostos quimi- 
cos (Quadro 35.1). 

Giordano et al.” sugeriram que análises em HPLC- 
-ESI-MS/MS podem ser empregadas para determinação 
de uma série de aminoácidos úteis para a avaliação de 
alterações metabólicas em recém-nascidos (equivalente 
ao teste do pezinho). O intuito dessa abordagem é redu- 
zir o tempo de análise e aumentar significativamente a 
eficiência e a robustez da metodologia. 

Estudos anteriores utilizavam a derivatização das 
moléculas dos aminoácidos antes de sua determinação, o 
que aumenta o tempo de análise e diminui a seletividade 
da metodologia, além de aumentar os custos e expor os 
analistas a reagentes tóxicos. A metodologia sugerida 
provou ser altamente sensível e específica, permitindo o 
monitoramento de quarenta aminoácidos em sua forma 
nativa, sem necessidade de derivatizá-los. Também foi 
possível a determinação de alguns isômeros desses ami- 
noácidos, os quais são importantes no diagnóstico de al- 
terações em vias metabólicas. A seguir, foi publicado arti- 
go referente ao desenvolvimento e validação de outra 
metodologia, em UPLC-ESI-MS/MS, para dosagem de 
acilcarnitinas, também em recém-nascidos. A metodolo- 
gia validada foi capaz de determinar 48 acilcarnitinas, 
sendo relevante na confirmação de diagnósticos de doen- 
ças relacionadas a alterações metabólicas.” 


Quebra de um metabólito completo pela aplicação 
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Figura 35.5 Elucidação estrutural. A estrutura química de metabólitos complexos pode ser caracterizada utilizando ferramentas modernas baseadas 
em espectrometria de massa (MS). (a) Aplicação de energia de alta colisão (MS/MS), divide estruturas complexas em partes que as constituem 
(A, B, C), a partir das quais se pode deduzir a estrutura original do metabólito de interesse. (b) Neste exemplo, a identificação de uma molécula de 
fosfatidilcolina baseia-se na observação de um fragmento característico (fosfocolina) produzido mediante a dissociação induzida por colisão usan- 
do um sistema híbrido: tempo de voo acoplado ao espectrofotômetro triplo quadrupolo (OTOF-MS/MS). Fonte: adaptada de Astarita e Langridge.’ 
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Quadro 35.1 Metabólitos analisados por laboratórios comerciais 


Classe de metabólitos Quantidade 

Aminoácidos 14 

Hexoses 1 

Carnitina 1 
Acilcarnitina 26 
Hidroxi e carboxia-cilcarnitinas 14 
Esfingo-mielinas 10 
Hidroxiesfingomielinas 5 
Diacilfosfatidilcolinas 38 
Acil-alquilfosfatidilcolinas 39 
Lisofosfatidilcolinas 15 
Total 163 


Além da avaliação em fluidos biológicos, a metabolô- 
mica-alvo pode ser útil para avaliação de CBA, sendo 
essencial para elucidação do vínculo entre a ingestão de 
uma classe de substâncias presentes em determinado ali- 
mento, como os compostos fenólicos, e os benefícios que 
estes apresentam sobre a saúde individual. Nesse sentido, 
em 2012 foi publicado artigo que utilizou a metabolômi- 
ca-alvo para determinação de 135 compostos fenólicos nos 
extratos de frutas, chá e vinho, como os benzoatos, fenil- 
propanoides, cumarinas, estilbenos, di-hidrochalconas e 
flavonoides. As determinações foram realizadas por meio 
de UPLC-MS/MS, utilizando o experimento de MRM, es- 
sencial para a análise simultânea de um número elevado 
de compostos. O método foi aplicado com êxito a diversos 
alimentos, como maçã, amora, chá-verde e vinho tinto, 
proporcionando ferramenta valiosa para avaliação da qua- 
lidade e quantidade de polifenóis desses alimentos.” 


Metabolômica in situ 


A abordagem metabolômica in situ baseia-se na deter- 
minação de metabólitos em tecidos específicos. Os metabó- 
litos estão localizados em concentrações distintas nos teci- 
dos de determinado órgão e essa distribuição desequilibrada 
geralmente não é elucidada quando se utilizam protocolos 
tradicionais de preparação de amostras nas análises meta- 
bolômicas, como as descritas anteriormente. Para esse tipo 
de determinação são utilizados espectrômetros de massa 
com fontes de dessorção de ions, como a dessorção e ioniza- 
ção a laser assistida por matriz (MALDI, matrix-assisted de- 
sorption ionization) e a dessorção e ionização por electros- 
pray (DESI, desorption electrospray ionization). 

De maneira simplificada, a geração de ions na MALDI 
ocorre quando um feixe de laser vaporiza as moléculas de 
uma amostra (p. ex., uma seção congelada de um tecido). 


Relevância bioquímica 


Metabolismo de aminoácidos e neurotransmissores; ciclo da ureia; gliconeogênese e glicó- 


lise; sensibilidade à insulina 
Metabolismo de carboidratos 
Metabolismo de carboidratos 


Consumo de energia; transporte e oxidação de ácidos graxos; estresse oxidativo; danos à 


membrana mitocondrial 


Consumo de energia; transporte e oxidação de ácidos graxos; estresse oxidativo; danos à 


membrana mitocondrial 


Cascatas de sinalização e danos à membrana celular, como a neurodegeneração 
Cascatas de sinalização e danos à membrana celular, como a neurodegeneração 
Dislipidemias; danos à membrana celular; perfil de ácidos graxos e atividade das dessaturases 
Dislipidemias; danos à membrana celular; perfil de ácidos graxos e atividade das dessaturases 
Degradação de fosfolipídios, danos à membrana celular, cascatas de sinalização; perfil de 


ácidos graxos 


Os íons contidos nesse vapor são diretamente introduzi- 
dos nos analisadores, nos quais as massas exatas dos me- 
tabólitos são determinadas, gerando um mapa topográfi- 
co de distribuição do composto no tecido (MS imaging). 

Há poucos estudos em humanos e a maioria das in- 
vestigações lipidômicas analisaram diferentes tecidos ex 
vivo em modelos animais.”> Dentre os poucos traba- 
lhos, Hart et al.” utilizaram a MALDI-MS/MS para de- 
terminação de lipídios em células da pele humana. Nesse 
sentido, as principais classes de compostos analisados 
foram as de glicerofosfolipídios e de esfingolipídios. Os 
resultados foram considerados padrão de distribuição 
normal desses lipídios dentro das células humanas. Isso 
poderá servir de base para comparação entre o perfil lipí- 
dico normal e de tecidos que sofreram alterações, como a 
sensibilização da pele por alimentos potencialmente aler- 
gênicos. A MALDI-MS torna-se, assim, uma ferramenta 
de análise poderosa, capaz de gerar compreensões mais 
profundas sobre os processos de absorção, distribuição e 
metabolização de componentes derivados dos alimentos 
e seus efeitos sobre a fisiologia humana essenciais nos es- 
tudos de genômica nutricional. 

Com relação à DESI, um solvente na forma de spray é 
aplicado na superfície da amostra, retirando as moléculas 
dos compostos e formando os ions que são introduzidos 
diretamente nos analisadores de massas. Essa técnica per- 
mite análises em tempo real, podendo ser utilizada para 
avaliação qualitativa de traços dos metabólitos. A DESI é 
uma ferramenta eficaz de análise que permite avaliações 
da composição química da superfície de uma amostra 
por meio da espectrometria de massa, promovendo di- 
versidade ampla de aplicações, como nas análises in vivo, 
no controle de qualidade de produtos farmacêuticos, em 
proteômica, em análises forenses (detecção de explosivos) 
e nas análises metabolômicas em animais e plantas. 


Tata et al.” desenvolveram uma técnica baseada na 
DESI-MS para determinação de metabólitos secundários 
em batatas germinadas. É bem estabelecido que os vegetais 
produzem muitos compostos na tentativa de combater pa- 
tógenos invasores. Entretanto, o entendimento da comple- 
xidade das interações patógenos-planta é um desafio para 
os estudos de metabolômica. Nesse sentido, o estudo ba- 
seou-se na determinação de glicoalcaloides, produzidos 
pelas batatas germinadas, quando infectadas pelo fitopató- 
geno Phithium ultimum. Após oito dias de inoculação, 
ocorreu diminuição significativa dos glicoalcaloides alfa- 
-solanina (m/z 706) e alfa-chaconina (m/z 722) e aumento 
de solanidina (m/z 398), solasodenona (m/z 412), solana- 
viol (m/z 430), solasodieno (m/z 396), solaspiralidina (m/z 
428), gama-solanina/gama-chaconina (m/z 560), beta-so- 
lanina (m/z 706) e beta-chaconina (m/z 722). Ao longo do 
experimento, com o progresso da doenga, caracterizado 
pelo desenvolvimento de lesões necróticas marrons nas 
batatas, houve redução progressiva de todos os glicoalca- 
loides produzidos para o combate ao fitopatógeno. 

Como visto anteriormente, as estratégias e técnicas 
de abordagem metabolômica nos estudos de alimentos e 
intervenções nutricionais são variadas e destinadas a de- 
terminações específicas, dependendo do resultado que se 
deseja alcançar e da matriz a ser analisada. Assim, essas 
análises englobam desde determinações dos metabólitos 
em fluidos e tecidos corporais humanos e animais até de- 
terminações dos compostos no próprio alimento. A me- 
tabolômica pode, ainda, ser aplicada intensamente em 
estudos de genômica nutricional. 


GENÔMICA NUTRICIONAL E METABOLÔMICA 


As concentrações plasmáticas de metabólitos tradu- 
zem os processos biológicos que acontecem no organis- 
mo. Alterações no padrão ou na concentração de deter- 
minados compostos podem ser associadas a desequilíbrios 
homeostáticos que, por sua vez, estão relacionados a con- 
dições clínicas ou doenças. De maneira geral, pode-se 
presumir que a razão entre as concentrações do substrato 
e o produto de algumas reações enzimáticas pode refletir 
alterações nas rotas de conversão de vias metabólicas. Es- 
sas alterações, em muitos casos, estão associadas a varia- 
ções genéticas individuais, como os polimorfismos de 
nucleotídeo único (SNP, single nucleotide polymorphism), 
em especial aqueles relacionados a genes envolvidos no 
metabolismo de lipídios, carboidratos e proteínas. 

Nesse sentido, estudos de associação ampla do geno- 
ma (GWAS, genome wide association studies) correlacio- 
nam o aparecimento ou as mudanças na concentração de 
determinados metabólitos à presença de um ou mais 
SNP. Estudos populacionais utilizando grande número de 
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participantes, como o Kora (Kooperative Gesundheits- 
forschung in der Region Augsburg) da Alemanha e o 
TwinsUK da Inglaterra, entre outros, têm relatado resul- 
tados relevantes nessas associações.” 

A seguir, uma rápida explicação sobre a construção 
das siglas dos metabólitos auxiliará a compreender me- 
lhor sobre os resultados dos estudos descritos posterior- 
mente. A composição das cadeias laterais dos lipídios 
são abreviadas como C, , em que x representa o número 
de carbonos da cadeia lateral e y, o número de duplas 
ligações. Por exemplo, PC ae C,, corresponde a uma 
acil-alquil (ae) fosfatidilcolina (PC) composta de 33 car- 
bonos nas cadeias laterais de ácido graxo e uma única du- 
pla ligação (www. biocrates.com/products/research-products/ 
absoluteida-p150-kit). 

Como o número de amostras e metabólitos analisa- 
dos nesses estudos é muito alto, algumas empresas desen- 
volveram kits que facilitam expressivamente as análises. 
Assim, por exemplo, o laboratório Biocrates Life Science 
(Innsbruck, Áustria) comercializa kits para determinação 
de centenas de metabólitos, como o AbsoluteIDQ p150 
kit, capaz de avaliar 163 compostos endógenos, como 
aminoácidos, hexoses, acilcarnitinas (Coy), hidroxilacil- 
carnitinas (C( OH),.,)» dicarboxilacilcarnitinas (C,,-DC), 
esfingomielinas (SM, ), N-hidroxilaciloilesfingosil-fos- 
focolina (SM(OR),..), fosfatidilcolina (PC, aa=diacil, 
ae=acil-alquil) e lisofosfatidilcolina. A disponibilidade 
comercial dessas análises é essencial, pois torna viável a 
aplicação da análise metabolômica em estudos popula- 
cionais e de intervenção. 

Nesse sentido, Illig et al. utilizaram a prestação de 
serviços da Biocrates e investigaram 1.029 amostras (509 
de homens e 520 de mulheres) provenientes de indivíduos 
da coorte KORA F4 (formada por 3.080 indivíduos entre 
2006 e 2008 dos 4.261 da coorte original KORA S4 recru- 
tada entre 1999 e 2001) residentes no sul da Alemanha, 
com idade entre 32 e 81 anos. O intuito dos pesquisadores 
foi confirmar dados de um estudo anterior,” realizado em 
284 homens também participantes do KORA, que encon- 
trou relação entre variações genéticas que dão origem a 
fenótipos metabólicos específicos e claramente diferen- 
ciados, que os autores chamaram de “metabotipos geneti- 
camente determinados”. 

Dessa forma, para tal confirmação, foram avaliados 
quantitativamente 163 metabólitos no soro dos pacien- 
tes. Dentre os principais resultados estiveram as razões 
entre as concentrações das fosfatidilcolinas PC aa C, / 
PCaaC ePCaaC /PCaaC,, as quais foram forte- 
mente associadas ao SNP rs174547 no gene FADS1. O SNP 
rs9393903 no gene ELOVL2 foi significativamente asso- 
ciado à razão das concentrações de PC aa C,,,/PC aa 
C, Esses dois genes estão envolvidos na biossintese de 
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ácidos graxos poli-insaturados e, consequentemente, nas 
alterações bioquímicas do perfil lipídico. Outros genes e 
seus respectivos SNP estão envolvidos na betaoxidação 
de ácidos graxos e em alterações do perfil lipídico. Nesse 
sentido, o SNP rs2014355 no gene ACADS foi associado 
à razão das acilcarnitinas C/C, o SNP rs2286963 no 
ACADL apresentou associação com a razão C/C o € O 
SNP rs211718 no ACADM foi associado à razão C,,/C,,. 
O rs603424 no gene SCD, envolvido na síntese de ácidos 
graxos, foi fortemente associado à razão C/C. € O 
rs8396 do gene ETFDH, envolvido na metabolização de 
lipídios e proteínas, foi fortemente associado à razão das 
concentrações de C,, -OH/C p" 

Outros resultados interessantes do mesmo estudo suge- 
rem que a biossintese de fosfolipídios está fortemente rela- 
cionada às razões entre SM(OH) C,, /SM C (as quais fo- 
ram significativamente associadas ao 1s168622 do gene 
SPTLC3. Foram encontradas fortes associações entre as ra- 
zões das concentrações de PC aa C, /PCaaC, eors964184 
que ocorre no cluster APOAI-APOC3-APOA4-APOAS que, 
por sua vez, está fortemente associado às concentrações 
plasmáticas de triacilgliceróis. As razões nas concentrações 
entre PC ae C, /PC aa C,,,, associadas à presença do 
rs1260326 no gene GCKR, modularam inversamente as 
concentrações de glicose de jejum e de triacilgliceróis (asso- 
ciação fraca). As razões nas concentrações de triptofano e 
fenilalanina associadas ao rs10830963 no gene do receptor 
de malatonina (MTNR1B) também se mostraram envolvi- 
das nas concentrações de glicose de jejum.” 

Traços metabólicos das razões entre aracdonato C,, , 
«/di-homo-linolenato C,,,_, ou C, também foram forte- 
mente associados ao rsl74547 no gene FADSI. Já o 
rs2066938 no gene ACADM esteve associado à razão buti- 
rilcarnitina/propionilcarnitina, enquanto o rs211718 foi 
significativamente associado à razão entre hexanoilcarni- 
tina/oleato.* 

Nos últimos anos, as associações entre fatores genéti- 
cos e ambientais revelaram importantes avanços na com- 
preensão do acúmulo de gordura visceral correlacionado 
com o estresse oxidativo mediado pelo processo inflama- 
tório e distúrbios metabólicos. Nesse sentido, a metabo- 
lômica configura-se como ferramenta importante para 
elucidação da predisposição à obesidade. Em um estudo 
de coorte, quarenta mulheres obesas entre 25 e 40 anos 
de idade, com IMC entre 28 e 40 kg/m’, foram submetidas 
à análise das condições clínicas de saúde e monitoradas 
durante duas semanas em relação ao acúmulo de gordura 
visceral e perfil metabólico no sangue e urina. Metabóli- 
tos importantes foram fortemente associados ao acúmu- 
lo de gordura visceral, destacando-se dois aminoácidos: 
tirosina e glutamina, e cinco fosfatidilcolinas: PC-O 
Co PC-O C,, , PC-OC, , PC-OC,,,e PC-OC,, ..™ 


44:6? 44:4? 42:47 


A ingestao de alimentos esta fortemente associada as 
modificações nas vias metabólicas do organismo huma- 
no. Dietas diferenciadas podem resultar no aparecimento 
de metabólitos específicos. Nesse sentido, Bouchard- 
-Mercier et al.” elencaram metabólitos de fosfatidilcolina 
(PC) de relevância conhecida em dois grupos distintos: 
PC1 contendo acilcarnitinas de cadeia média e longa 
(Cie? Cu» C,,.°OH, Cie C,,,-OH, Cup Cio» C,-DC/ 
C,-OH, C,,, Cis2 Cio C,,,-DC/C,, Cga € C,) e PC2 conten- 
do aminoácidos e acilcarnitinas de cadeia curta (xLeu, 
Met, Arg, Phe, Pro, Orn, His, C, C, C, e C,). Em seguida, 
realizaram a análise desses metabólitos em indivíduos 
que apresentavam dietas distintas: prudent dietary (com- 
posta, em geral, de alta ingestão de hortaliças, frutas, 
grãos integrais e gorduras não hidrogenadas e baixa in- 
gestão de grãos refinados) e Western dietary (composta 
de alta ingestão de grãos refinados, sobremesas, doces e 
carnes processadas). A Western dietary foi associada ne- 
gativamente ao aparecimento de metabólitos do grupo 
PCI e positivamente aos do grupo PC2. 

Em avaliação mais específica, foi possível identificar 
que os metabólitos do grupo PC2 foram negativamente 
correlacionados com a ingestão de frutas e positiva- 
mente associados à ingestão de sobremesas e gorduras 
saturadas. Associações positivas nas concentrações de 
C,-DC/C,-OH (glutaril-L-carnitina) e de C,, , (octade- 
cadienil-L-carnitina) foram relacionadas à prudent die- 
tary, enquanto as concentrações de Met e Phe foram as- 
sociadas positivamente à ingestão da Western dietary. A 
ingestão de hortaliças e frutas foi positivamente associa- 
da à C,,, e inversamente associadas a xLeu. O consumo 
de frutas foi inversamente associado à Met. A ingestão de 
gorduras não hidrogenadas foi positivamente associada 
aC, (tetradecadienil-L-carnitina) e C, e inversamen- 
te associada à His. O consumo de sobremesas foi positi- 
vamente associado a três aminoácidos: Met, Phe e xLeu. 
O consumo de açúcares foi associado às concentrações 
de Met, C1,,-OH (hidroxioctadecenoil-L-carnitina) e 
C,,,-DC (glutaconil-L-carnitina).* 

Ao observar a ingestão de macronutrientes, as gordu- 
ras saturadas apresentaram associação positiva com as 
concentrações de C, (valeril-L-carnitina) e inversamente 
com as concentrações de Cz Gorduras monoinsaturadas 
foram associadas positivamente com C,, (octenoil-L-car- 
nitina) e inversamente com C,-M-DC (metilglutaril-L- 
-carnitina). Gorduras poli-insaturadas foram inversa- 
mente associadas com C5-M-DC e positivamente com as 
concentrações de Pro e C,,, (decadienil-L-carnitina). Os 
percentuais de ingestão de proteínas em relação ao valor 
energético total foram associados com Orn e His. Entre- 
tanto, para ingestão de carboidratos foi observada correla- 
ção inversa nas concentrações de Orn.” De maneira inte- 


ressante, os resultados desse estudo indicam biomarcadores 
metabólicos da ingestão de nutrientes provenientes de 
diferentes padrões alimentares relacionados ao risco do 
desenvolvimento de doenças. 

Nesse sentido, altas concentrações de leucina, argini- 
na, valina, prolina, fenilalanina, isoleucina e lisina foram 
fortemente associadas ao risco do desenvolvimento de 
hipertrigliceridemia (independente do DM2). Os GWAS 
revelaram numerosos loci associados às concentrações 
plasmáticas de triacilgliceróis, porém menos de 10% des- 
sas variações genéticas explicam a predisposição à hiper- 
trigliceridemia. Ainda nesse estudo, as concentrações al- 
teradas de C -acilcarnitina também foram fortemente 
associadas à hipertrigliceridemia.* 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Para uma melhor avaliação sobre como o indivíduo 
está respondendo a um padrão alimentar específico, é ne- 
cessária a descoberta de biomarcadores capazes de refletir 
de maneira mais precisa o consumo de alimentos e pa- 
drões alimentares específicos. Os métodos para avaliação 
de uma dieta específica geralmente estão associados a 
erros, frequentemente causados pela dificuldade de rela- 
to fidedigno dos alimentos e quantidades consumidas, 
escolhas errôneas nos tamanhos das porções e mudan- 
ças não relatadas do consumo dos alimentos, além de 
discrepâncias entre as tabelas de composição química de 
alimentos e softwares para análise da alimentação. As- 
sim, as análises metabolômicas surgem como uma pos- 
sibilidade de avaliação da ingestão alimentar, por meio 
da investigação de metabólitos em amostras biológicas, 
e possibilitam análises de associação entre o genótipo, o 
ambiente e o fenótipo. Dessa forma, poderão contribuir 
para descobertas em favor de uma nutrição individuali- 
zada com vistas à promoção da saúde. 
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Métodos para avaliação do consumo alimentar 
habitual em estudos de genômica nutricional 


INTRODUÇÃO 


Novos desafios surgiram na pesquisa em nutrição 
após o sequenciamento do genoma humano, principal- 
mente no que diz respeito à relação risco-benefício dos 
nutrientes e compostos bioativos dos alimentos na saúde. 
O conhecimento advindo da identificação das variações 
do genoma humano oferece o potencial de predizer, re- 
duzir o risco ou manipular as consequências fisiológicas 
ou patológicas das diferenças genéticas individuais.!? As 
variações genéticas têm influência na suscetibilidade hu- 
mana às doenças, nas necessidades individuais de nu- 
trientes, nas intolerâncias alimentares, na eficiência dos 
medicamentos, na resposta inflamatória, na longevidade 
e praticamente em todos os fenótipos humanos.” Da 
mesma forma, a resposta à ingestão de determinado nu- 
triente não é a mesma para cada indivíduo, em razão das 
interações existentes entre metabolismo, ambiente e ge- 
nética.* Dessa forma, determinado nivel de ingestão de 
um nutriente pode representar risco ou benefício para 
alguns indivíduos, mas não para outros. 

O fenótipo do indivíduo é o resultado da complexa 
interação entre seu genótipo e a exposição ambiental, da 
qual a alimentação representa parte significativa. A inges- 
tão de nutrientes e de compostos bioativos de alimentos 
é uma exposição que pode, comprovadamente, modificar 
a funcionalidade e a estabilidade do genoma, mas cuja 
ação pode ser modificada por variações genéticas. As- 
sim, a ingestão alimentar é uma exposição ambiental crí- 
tica quando se considera o efeito de fatores genéticos no 
risco de doenças. 

No entanto, a alimentação é, certamente, um dos 
atributos individuais mais difíceis de serem avaliados em 
razão de sua complexidade e variedade inerentes.” Se, por 
um lado, os métodos e técnicas para a análise do genoma 
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tiveram avanços relevantes, a avaliação da ingestão ali- 
mentar permanece desafiadora, pois a maior parte dos 
métodos ainda é baseada no relato individual e sujeita a 
erros. Dessa forma, a avaliação da alimentação requer 
cuidado particular para a obtenção de dados válidos, vis- 
to que há um elenco de métodos e técnicas com graus 
variados de validade. 

O interesse na avaliação da ingestão alimentar pode 
ser em nível individual; para aplicações clínicas; ou de po- 
pulações, em estudos epidemiológicos. A seleção do mé- 
todo para mensurar a ingestão alimentar requer, em qual- 
quer dos casos, a definição clara dos objetivos a serem 
alcançados,” podendo ser estabelecidos três diferentes 
objetivos: avaliação quantitativa da ingestão de nutrien- 
tes; avaliação do consumo de alimentos ou grupos ali- 
mentares, e avaliação do padrão alimentar individual.” 

A avaliação da ingestão alimentar compreende a esti- 
mativa de todos os alimentos e bebidas consumidos por 
via oral’ e, geralmente, envolve três etapas: a coleta da in- 
formação dos tipos de alimentos, o registro da quantida- 
de ingerida (eventualmente, da frequência de alimentos 
ingeridos) e a conversão da ingestão de alimentos em va- 
lores de energia e de nutrientes a partir de tabelas de 
composição de alimentos. Portanto, tem-se uma medida 
indireta do valor nutricional da alimentação.”!º 

Porém, não devem ser utilizados dados de apenas um 
dia de ingestão alimentar para monitorar ou avaliar um 
indivíduo ou população, uma vez que a alimentação va- 
ria ao longo dos dias e das estações do ano. Assim, um 
conceito fundamental na investigação da ingestão ali- 
mentar e de seus efeitos na saúde é o de dieta habitual, 
definida como a ingestão média avaliada por um grande 
número de dias.” O número de dias pode ser estimado 
com base na informação prévia da variação da ingestão 
inter e intraindividual na população de interesse.” Em 
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contraposição, a alimentação durante um período relati- 
vamente curto é conhecida como dieta atual." 


MÉTODOS PARA AVALIAÇÃO 
DO CONSUMO ALIMENTAR 


Métodos para coleta de dados dietéticos podem ser 
classificados em duas categorias: de curto ou longo pra- 
zo. Os métodos de curto prazo coletam informação no 
momento corrente, e podem ser relativos ao registro da 
alimentação do dia anterior (Recordatório Alimentar de 
24 horas — R24h) ou pela utilização de um registro da 
alimentação por um período de um a vários dias (Regis- 
tro Alimentar — RA). Os métodos de longo prazo coletam 
dados referentes à dieta habitual em relação a um tempo 
pregresso, que pode variar de um a poucos meses até 
anos, sendo o questionário de frequência alimentar (QFA) 
o mais utilizado. Cada método tem seus pontos fortes e 
fracos, vantagens e desvantagens. A seguir, são apresenta- 
dos, resumidamente, características e pontos fundamen- 
tais dos principais métodos. 


Recordatório alimentar de 24 horas 


O R24h consiste em definir e quantificar todos os ali- 
mentos e bebidas ingeridos no período anterior à entre- 
vista, que podem ser as 24 horas precedentes ou, mais 
comumente, o dia anterior'”!* e, portanto, fornece infor- 
mação sobre a dieta atual. A informação obtida por este 
método é influenciada pela capacidade do indivíduo em 
recordar e relatar de forma precisa seu consumo de ali- 
mentos, determinantes críticos da qualidade da informa- 
ção. Entre os fatores que influenciam a memória estão a 
idade, a escolaridade, o humor, a atenção, a compreensão 
da importância da informação e a frequência da exposi- 
ção. A entrevista é estruturada, geralmente com per- 
guntas específicas, que auxiliam o indivíduo a se recordar 
de todos os alimentos ingeridos ao longo do dia. Essas 
perguntas são especialmente úteis para coletar informa- 
ções sobre o modo de preparo dos alimentos. 

O R24h apresenta várias vantagens que o torna 
atraente para uso em monitoramento e em estudos epi- 
demiológicos. Como é conduzido por um entrevistador, 
não é necessário que o respondente seja letrado. Em ra- 
zão do imediatismo do período de recordação, os entre- 
vistados são capazes de lembrar a maior parte de sua 
ingestão. Talvez um dos pontos mais importantes, no en- 
tanto, seja a possibilidade de aplicação em populações de 
diferentes etnias, o que o torna viável para uso em estu- 
dos em diferentes países ou regiões.'”!º No entanto, a 
maior limitação do método R24h é que um único dia de 
recordatório não representa a ingestão habitual de um 


indivíduo. Essa limitação deve-se à elevada variabilidade 
da ingestão de nutrientes em diferentes dias, o que confe- 
re ao método R24h pouca representatividade da ingestão 
habitual se aplicado uma única vez”. Para contornar essa 
limitação, pode-se fazer a aplicação seriada, repetindo-se 
o inquérito. O número de repetições depende do nu- 
triente de interesse. Além disso, técnicas estatísticas vêm 
sendo desenvolvidas para utilizá-lo em conjunto com 
outros métodos, a fim de melhorar a qualidade da infor- 
mação da dieta habitual. 


Registro alimentar ou diário alimentar 


Da mesma forma que o R24h, o RA recolhe informa- 
ções sobre a ingestão atual de um indivíduo ou de um 
grupo populacional. Nesse método, também conhecido 
como diário alimentar, o indivíduo anota, em formulá- 
rios específicos, todos os alimentos e bebidas consumi- 
dos ao longo de um ou mais dias, devendo, também, ano- 
tar os alimentos consumidos fora do lar.'* 

A aplicação do RA, independentemente dos dias sele- 
cionados, deve ocorrer em dias alternados e abranger um 
dia de final de semana.” Pode ser aplicado de duas ma- 
neiras: na primeira, o indivíduo deve registrar o tamanho 
da porção ingerida; na segunda, todos os alimentos de- 
vem ser pesados e registrados antes de serem ingeridos e, 
da mesma maneira, as sobras devem ser pesadas e regis- 
tradas. Essa última forma de aplicação é utilizada, em ge- 
ral, em estudos nos quais é necessário estimar com preci- 
são a ingestão de nutrientes ou de compostos bioativos, 
nem sempre disponíveis em tabelas de composição de 
alimentos. Em ambos os casos, o indivíduo registrará de 
forma detalhada o nome da preparação, os ingredientes 
que a compõem, a marca comercial do alimento e a for- 
ma de preparação.” O registro requer boa participação 
por parte dos respondentes, que devem estar motivados e 
letrados. A confiabilidade diminui ao longo dos dias de 
registro, pela fadiga dos participantes e, em especial, pela 
modificação do consumo alimentar decorrente do pro- 
cesso de registro, o que introduz um viés importante na 
estimativa. Normalmente, o método é aplicado por um 
período de três, cinco ou sete dias, pois tempos maiores 
que uma semana podem comprometer a adesão e a fide- 


dignidade dos dados. 


Questionário de frequência alimentar 


O QFA tem sido amplamente utilizado em grandes 
estudos epidemiológicos, que consideram fatores como 
custo, logística da coleta de dados e análise do inquérito 
alimentar. O QFA é composto de uma lista de alimentos 
predefinida e por uma seção com a frequência de con- 
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sumo em um período específico (número de vezes que o 
indivíduo consome determinado alimento por dia, sema- 
na, mês ou ano). Alguns questionários podem também 
conter informações sobre o tamanho da porção do ali- 
mento em medidas caseiras, como referência. A escolha 
dos alimentos que compõem a lista é dirigida pela hipóte- 
se do estudo (alimentos e/ou alimentos fonte de nutrien- 
tes que se deseja investigar) e por outros procedimentos 
metodológicos.'*2! É necessário, ainda, que o QFA seja 
elaborado especificamente para a população de estudo e 
tenha sua acurácia e precisão avaliadas, o que inclui pro- 
cedimentos complexos e relativamente demorados.” 

Ressalta-se que o QFA pode ser apropriado para es- 
tabelecer uma ordenação da ingestão alimentar, porém 
raramente apresenta acurácia suficiente para uso quan- 
do se necessita estabelecer medidas acuradas da inges- 
tão alimentar. Em primeiro lugar, não há uma quantifi- 
cação direta das porções consumidas pelo indivíduo, 
pois assume-se uma porção média para todos os indiví- 
duos do grupo ou as opções de porções são limitadas a 
poucas categorias, como pequeno, médio ou grande.” 
Segundo, o QFA tem uma lista finita de alimentos e, 
portanto, não é capaz de contemplar todos aqueles con- 
sumidos pelos indivíduos. Os alimentos são limitados 
aqueles considerados como os de maior contribuição 
para os nutrientes investigados.” Dessa forma, o QFA 
não deve ser considerado a primeira opção em estudos 
de interação genes-nutrientes, uma vez que as vias me- 
tabólicas são afetadas pelos nutrientes. Como os poli- 
morfismos genéticos afetam apenas subgrupos da po- 
pulação, é fundamental que a estimativa da ingestão 
individual seja a mais precisa possível.” 

O Quadro 36.1 apresenta resumidamente as princi- 
pais vantagens e desvantagens dos métodos de inquérito 
alimentar segundo objetivos da avaliação do consumo 
em estudos de genômica nutricional. 


BIOMARCADORES DA INGESTÃO DE NUTRIENTES 


Em razão das dificuldades na obtenção dos dados rela- 
cionados à quantidade de nutrientes ingerida e à biodispo- 
nibilidade dos nutrientes ao organismo mediante os méto- 
dos com base no relato do consumo de alimentos pelos 
indivíduos, tem sido de grande interesse e necessidade o 
uso de marcadores bioquímicos que reflitam a quantidade 
ingerida e metabolizada de um nutriente.” Em grandes 
estudos epidemiológicos prospectivos, como o European 
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (Epic), 
além das informações dietéticas obtidas por questionários, 
foram coletadas também amostras de material biológico 
de milhares de pessoas em toda a Europa, a fim de investi- 
gar o papel da alimentação na saúde.” 


Quadro 36.1 Vantagens e desvantagens dos métodos de inquérito 
alimentar segundo objetivos da avaliação do consumo alimentar 


Avaliação quantitativa da ingestão de nutrientes 


Vantagens 


Rápida aplicação 
Não altera a ingestão 
alimentar 
Pode ser utilizado em 
qualquer faixa etária 
e em indivíduos não 
letrados 
Baixo custo 


Recordatório 
de 24 horas 


As anotações são 
feitas no momento do 
consumo 
Não depende da 
memória 
Menor erro quando há 
orientação detalhada 
para o registro 
Mede o consumo atual 
Identifica tipos 
de alimentos e 
preparações 
consumidos e horários 
das refeições 


Diário 
alimentar 
ou registro 
alimentar 


Desvantagens 


Depende da memória do 
entrevistado 
Depende da capacidade 
do entrevistador 
em estabelecer boa 
comunicação e em evitar a 
indução de respostas 
Um único recordatório não 
estima a dieta habitual 
A ingestão relatada pode 
ser atípica 


Consumo pode ser 
alterado, pois o indivíduo 
sabe que está sendo 
avaliado 
Requer que o indivíduo 
saiba ler e escrever 
Há dificuldade de estimar 
as porções 
Exige alto nível de 
motivação e colaboração 
Menor adesão de pessoas 
do sexo masculino 
As sobras são computadas 
como alimento ingerido 
Requer tempo 
O indivíduo deve conhecer 
medidas caseiras 


Avaliação do consumo de alimentos ou grupos alimentares 


Vantagens 


Estima a ingestão 
habitual do indivíduo 
Não altera o padrão de 
consumo 
Baixo custo 
Classifica os indivíduos 
em categorias de 


Questionário consumo 
de Elimina as variações 
frequência de consumo do dia 
alimentar a dia 


A digitação e a análise 
dos inquéritos são 
relativamente simples, 
comparadas a outros 
métodos 


Fonte: adaptada de Fisberg et al.’ 


Desvantagens 


Depende da memoria 
sobre habitos alimentares 
passados e de capacidades 
cognitivas para estimar o 
consumo médio em longo 
período pregresso 
Desenho do instrumento 
requer esforço e tempo 
Dificuldades para a 
aplicação conforme o 
número e a complexidade 
da lista de alimentos 
Quantificação pouco exata 
Não estima o consumo 
absoluto, visto que nem 
todos os alimentos 
consumidos pelo indivíduo 
podem constar na lista 


Os biomarcadores de ingestão de nutrientes referem- 
-se a dosagens de nutrientes em fluidos, tecidos e excre- 
ções corporais, além de fornecerem medida mais acurada 
e, em especial, mais objetiva da alimentação, pois não 
estão sujeitos à memória do indivíduo ou à sua capacida- 
de de registrar o consumo alimentar. 
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Os biomarcadores foram classificados por Kaaks et 
al.? em biomarcadores de recuperação e biomarcadores 
de concentração. Os primeiros baseiam-se em uma me- 
dida quantitativa absoluta da ingestão alimentar. Entre- 
tanto, poucos biomarcadores incluem-se nessa categoria, 
como a excreção urinária de 24 horas como medida do 
consumo diário total de proteína, e o uso da água dupla- 
mente marcada como medida da ingestão de energia, no 
contexto de equilíbrio energético.” Já os biomarcadores 
de concentração, que incluem medidas sanguíneas de di- 
versos nutrientes, baseiam-se na medida da concentração 
de um composto específico em determinado momento 
no tempo. Uma característica dos biomarcadores de con- 
centração é que a relação quantitativa entre ingestão e 
marcador pode variar substancialmente entre os indiví- 
duos” e, portanto, raramente há uma relação direta entre 
o consumo e o valor do biomarcador, pois as concentra- 
ções de nutrientes podem variar de acordo com caracte- 
rísticas individuais, tanto genéticas quanto ambientais, 
como tabagismo, presença de variantes genéticas relacio- 
nadas ao metabolismo, uso de medicamentos, consumo 
de álcool, entre outros. Alguns indicadores nutricionais 
são homeostaticamente controlados, por isso há pouca 
relação entre o consumo e o biomarcador. Além disso, 
alguns refletem o estado nutricional de longo prazo, co- 
mo o selênio em unhas, e a composição de ácidos graxos 
nos tecidos, enquanto outros biomarcadores, como o só- 
dio urinário e ácido fólico sérico, refletem o consumo 
recente.” 

A maioria dos biomarcadores nutricionais requer 
coleta de sangue, urina ou outros tecidos biológicos, exi- 
gindo uma logística muitas vezes trabalhosa e onerosa 
para coleta e análise. Além disso, os biomarcadores são 
específicos para determinados nutrientes, podendo não 
refletir as múltiplas dimensões da ingestão alimentar. 
Portanto, os biomarcadores são utilizados com maior 
frequência para validação e calibração de instrumentos 
de avaliação do consumo em estudos epidemiológicos. 

Estudos envolvendo biomarcadores evidenciaram er- 
ros de medida substancial relacionados ao sub-relato em 
questionários, registros e recordatórios alimentares. Evi- 
denciou-se, ainda, que os métodos de referência usados 
na grande maioria dos estudos de validação e calibração 
apresentavam erros correlacionados com o instrumento 
analisado e, portanto, violavam os pressupostos exigi- 
dos.” Assim, a integração de biomarcadores nos estudos 
de validação é recomendada, quando possível, por possi- 
bilitar melhor estimativa do erro de medida, pelo uso de 
métodos como o das triades.**** No Brasil, Slater et al.” 
utilizaram esse método para validar a estimativa de in- 
gestão de carotenoides, frutas e hortaliças por meio de 
um QFA. No momento atual, os biomarcadores adicio- 


nam informações sobre a ingestão alimentar, mas não 
substituem os métodos tradicionais. 

Com o sequenciamento do genoma humano, surgem 
novas disciplinas, como a metabolômica, que estuda o 
conjunto de todos os metabólitos produzidos e/ou modi- 
ficados por um organismo, considerando sua dinâmica, 
composição, interação e resposta a intervenções ou alte- 
rações no ambiente, em células, tecidos ou fluidos bioló- 
gicos. Essa ciência oferece o potencial, especialmente na 
área de avaliação nutricional, de identificar metabólitos 
envolvidos em condições clínicas, como na obesidade,” 
no diabete% e na doença arterial coronariana,” e em es- 
tudos envolvendo biomarcadores de ingestão alimen- 
tar*“º Com o estudo dos metabólitos, pode-se esperar 
também maior clareza dos efeitos de fatores ambientais e 
genéticos em conjunto nos desfechos em saúde.“ 


TECNOLOGIAS EMPREGADAS NA 
AVALIAÇÃO DO CONSUMO ALIMENTAR 


Como progresso na área da avaliação do consumo 
alimentar, pode-se constatar também a utilização inten- 
siva da tecnologia de informação no desenvolvimento de 
métodos para melhorar tal avaliação.“ Tradicionalmen- 
te, essa avaliação tem sido realizada com métodos basea- 
dos no autorrelato do consumo de alimentos, quer seja 
por R24h, RA ou QFA, coletados em papel e, muitas ve- 
zes, analisados manualmente, usando informações de ta- 
belas de composição de alimentos impressas.“ 

Avanços tecnológicos facilitaram o desenvolvimento 
de técnicas sofisticadas para registro, processamento e 
análise de dados alimentares, com o objetivo de reduzir 
os custos quanto à carga de trabalho, tendo em vista a 
quantidade e a complexidade desses dados.“ O advento 
da digitalização óptica permitiu a coleta de dados dietéti- 
cos de grande número de pessoas participantes de estu- 
dos de coorte, utilizando-se QFA com leitura óptica. Com 
o progressivo acesso aos computadores pessoais, novos 
avanços tecnológicos permitiram a administração do 
QFA em computadores, reduzindo os custos de impres- 
são e postagem.'* No Brasil, Queiróz et al.” avaliaram a 
viabilidade de utilização da internet para aplicação de 
um QFA, porém houve baixa taxa de retorno (14%). 

Outro avanço tecnológico foi o desenvolvimento de 
softwares que automatizaram as questões na entrevista 
conduzida para obtenção do R24h. A primeira experiên- 
cia no desenvolvimento de uma metodologia padronizada 
para a coleta de dados individuais de consumo de alimen- 
tos foi iniciada pela Agência Internacional para Pesquisa 
sobre o Câncer (Iarc), para o estudo Epic. O Epic-Soft foi 
utilizado como método de referência para o estudo de ca- 
libração dos QFA utilizados nos 23 centros dos dez países 
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participantes do estudo.“ Trata-se da condução da en- 


trevista do R24h padronizada, dirigida por um menu, 
com abordagem de desenvolvimento voltada para mini- 
mizar erros de coleta e assegurar a elevada padronização 
na aplicação do método entre os centros participantes do 
estudo.” Recentemente, o Epic-Soft foi adaptado na Euro- 
pa com vistas à padronização de metodologias para ava- 
liação da ingestão alimentar em estudos,” incluindo o 
European Food Consumption Survey Method* e o proje- 
to Dietary Exposure Assessments for Children in Europe 
(Expochi).* Está em andamento um estudo para o desen- 
volvimento da versão brasileira do software, apoiada pela 
Iarc, com o nome de Global-Diet. 

Dois outros softwares de sistematização de entrevistas 
de uso amplo merecem destaque: o Nutrition Data Sys- 
tem for Research (NDRS) e o Usda's Automated Mul- 
ti-Pass Method (AMPM).* O primeiro tem sido utilizado 
nas pesquisas conduzidas no estudo ISA-Capital, Inquéri- 
to de Saúde no município de São Paulo.” Esses sistemas 
aprimoram a consistência das entrevistas, visto que as 
perguntas sobre o detalhamento dos alimentos e porções 
são padronizadas. Além disso, ambos seguem o processo 
AMPM, considerado o atual estado da arte em termos de 
instrumento para aplicação do R24h.** Nesse método, a 
ingestão é revisada mais de uma vez, no esforço de recu- 
perar o consumo de alimentos esquecidos, de forma a au- 
mentar a acurácia da medida e a reduzir o esforço dos 
entrevistados.” 

O National Cancer Institute desenvolveu um R24h 
online, denominado ASA 24 (Automated Self Administe- 
red 24-hour). Tendo como base teórica o AMPM, foram 
feitas adaptações para aplicação autoadministrada no 
computador. O ASA 24 utiliza a mais atualizada tecnolo- 
gia de automação para computadores, incluindo um tu- 
torial, imagens gráficas e personagens animados para 
guiar os participantes, além do fornecimento de esclare- 
cimentos por áudio. O instrumento é organizado a partir 
das refeições e o indivíduo seleciona os alimentos ingeri- 
dos no dia anterior, informando cada ocasião em que 
consumiu alimentos, hora da refeição e detalhes como 
métodos de preparo e adições aos alimentos. Para auxi- 
liar na estimativa da quantidade consumida, são apresen- 
tados até oito fotografias digitais em sequência de tama- 
nho. Fotos de utensílios utilizados para bebidas (copos, 
xícaras) incluem um cursor móvel, permitindo ao res- 
pondente indicar o percentual de bebida que foi efetiva- 
mente consumido. São dadas múltiplas oportunidades 
ao respondente de modificar ou editar a lista de alimen- 
tos. O software, que é de domínio público e está disponí- 
vel para uso em pesquisas ou no ambiente clínico, tem a 
capacidade de estimar nutrientes e grupos de alimentos 
para cada recordatório em tempo real.” 


Outro avanço é o Personal Digital Assistant (PDA) ou 
dispositivos eletrônicos móveis que fazem autogravação dos 
dados da ingestão alimentar,“ podendo ajudar a reduzir ou 
a eliminar a subnotificação da ingestão energética, que é 
comum em avaliações assistidas por um entrevistador. 

Pesquisas sugerem que a validade dos dados coleta- 
dos para a avaliação alimentar com a ajuda de um PDA é 
comparável, mas não superior, à que é obtida por meio 
de um R24h.*! Assim, é necessária a condução de mais 
estudos para avaliar a aplicabilidade dessas tecnologias 
em grandes estudos epidemiológicos. Entretanto, com 
novas tendências tecnológicas, espera-se que a precisão 
da avaliação do consumo alimentar melhore, visando à 
obtenção de associações mais fidedignas de interações 
genes-alimentacao.” 


VALIDADE: ERROS ASSOCIADOS A MEDIDA DA DIETA E 
TECNICAS PARA MINIMIZA-LOS E PREVENI-LOS 


A análise da validade dos métodos de consumo ali- 
mentar é de fundamental importância nos estudos epi- 
demiológicos.”? O termo validade é geralmente definido 
como o grau com que um instrumento mede o que se 
propõe a medir, e diz respeito à acurácia da medida. Sa- 
be-se que os métodos para mensuração do consumo ali- 
mentar não são livres de erros, os quais afetam sua acurá- 
cia e precisão. 

Erros são geralmente categorizados como aleatórios 
e sistemáticos. Os erros sistemáticos podem reduzir a 
acurácia da medida dietética, resultando em sub ou supe- 
restimação da média de ingestão alimentar dos indiví- 
duos, o que pode significar um viés da estimação em ní- 
vel populacional. Já os erros aleatórios incluem a variação 
do dia a dia (variabilidade intrapessoal) e erros nas res- 
postas e na quantificação, os quais podem gerar estimati- 
vas imprecisas de ingestão.“ Os fatores que podem inter- 
ferir na avaliação dos inquéritos alimentares, além de 
numerosos, são de natureza muito diversificada, afetan- 
do em maior ou menor grau a qualidade dos resultados.” 

Os erros associados com a medida do consumo ali- 
mentar podem ser categorizados em três grupos: erros re- 
lativos ao entrevistado, ao entrevistador e ao método de 
inquérito utilizado para coletar e subsequentemente ana- 
lisar a informação obtida. As interações entre esse sistema 
triangular podem, teoricamente, afetar a medida da inges- 
tão alimentar e, dependendo do tipo de erro introduzido, 
o consumo pode ser subestimado ou superestimado.º 

O indivíduo, em métodos que dependem da memó- 
ria, pode tanto se esquecer de relatar os alimentos real- 
mente consumidos (erros de omissão) como relatar ali- 
mentos que não foram ingeridos. Além disso, vários 
fatores interferem no processo cognitivo de recuperar e 
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recordar a informação: sexo, idade, nível educacional, 
grupo étnico ou ambiente do local da entrevista. A per- 
cepção do que é uma “alimentação saudável” também 
pode levar os indivíduos a omitir alimentos considerados 
nutricionalmente pobres ou a superestimar a ingestão de 
alimentos considerados “bons” para a saúde. Estudos mos- 
tram, ainda, que pessoas obesas tendem a subestimar sua 
ingestão alimentar sistematicamente.” 

O entrevistador também pode ser fonte de erro. Fato- 
res comportamentais como palavras utilizadas nas pergun- 
tas, reações verbais ou não verbais diante das respostas do 
entrevistado, inabilidade de promover uma relação empáti- 
ca e omissões de perguntas podem influenciar as respostas, 
introduzindo erros de difícil mensuração e controle. 

Erros sistemáticos e aleatórios são também introduzi- 
dos em função do método utilizado para coletar, manipu- 
lar e analisar os dados de inquéritos alimentares. Existem 
dificuldades inerentes à identificação correta dos alimen- 
tos, bem como à quantificação de receitas culinárias. Nos 
métodos que relatam eventos ocorridos no passado, como 
é o caso do R24h, o viés de memória é uma das grandes 
preocupações. Em contrapartida, nos métodos em que o 
consumo alimentar deve ser registrado no momento em 
que ocorre, como no RA, há a possibilidade de omissão de 
alimentos, bem como de mudança comportamental dos 
indivíduos durante o período de preenchimento do inqué- 
rito.º* O QFA requer capacidades cognitivas do indivíduo, 
para lembrar o consumo dos itens alimentares listados no 
instrumento, distinguindo a frequência de consumo em 
um período pregresso — em geral, um ano — de forma que 
a resposta reflita a dieta habitual.” 

Tanto os erros sistemáticos como os aleatórios podem 
ser minimizados pela introdução de mecanismos de con- 
trole em cada etapa do processo de coleta e análise de da- 
dos alimentares. O indivíduo responsável pela coleta de 
dados da alimentação deve ser previamente capacitado 
para utilização do método do inquérito, para não cometer 
erros durante o questionamento. A determinação de por- 
ções dos alimentos, com a utilização de material de apoio 
ou não, também deve ser objeto de treinamento, para que 
o profissional esteja familiarizado com os alimentos e pre- 
parações utilizadas na comunidade, assim como os utensí- 
lios utilizados para o preparo, distribuição e consumo dos 
alimentos (pratos, canecas, colheres etc.).º 

A quantificação da ingestão de nutrientes requer o 
uso de tabelas de composição de alimentos e/ou softwares 
computadorizados”” que auxiliarão na conversão dos 
dados de alimentos para energia e nutrientes. A acurácia 
dessas tabelas e dos softwares computacionais para aces- 
sá-las é outro ponto crítico. A obtenção de uma base de 
dados (tabela de composição centesimal ou software) 
precisa é fundamental para a identificação dos fatores re- 


lacionados à alimentação que podem ser determinantes 
para a redução do risco de doenças ou para a promoção 
da saúde em nível individual. 

A variação no consumo alimentar do dia a dia (in- 
trapessoal) é uma das principais fontes de erro, como 
demonstrado por vários estudos.'””4’> Essa variação dis- 
torce os percentis iniciais e finais da distribuição da in- 
gestão, em razão do aumento da variância total da distri- 
buição, e enfraquece medidas de associação entre 
alimentação e desfechos em saúde. Para obtenção da 
distribuição entre os indivíduos (interpessoal), que é a 
de interesse nos estudos epidemiológicos, é necessário 
replicar as medidas de inquérito. Em estudos epidemio- 
lógicos, replicar muitos R24h pode ser impraticável em 
função de custo e tempo. Uma alternativa é a obtenção 
de distribuições ajustadas pela atenuação da variação in- 
trapessoal, utilizando-se métodos estatísticos, com des- 
taque para o Multiple Source Method'*” e o método 
proposto por pesquisadores do National Cancer Institu- 
te (NCI). Para o primeiro método, foi desenvolvida 
uma plataforma online (https://msm.dife.de) e, para o 
segundo, rotinas no pacote estatístico SAS estão disponi- 
veis no site do NCI. A aplicação desses métodos requer 
pelo menos duas medidas independentes de avaliação 
do consumo alimentar em pelo menos uma subamostra 
da população estudada.” 


APLICAÇÃO DOS MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DE 
CONSUMO EM ESTUDOS DE GENOMICA NUTRICIONAL 


Nos estudos de genômica nutricional, são várias as 
formas utilizadas para avaliação do consumo alimentar, 
com seus pontos fortes e fracos, conforme descrito ao 
longo do capítulo. 

No Quadro 36.2 estão detalhados alguns trabalhos 
publicados recentemente de acordo com o tipo de estu- 
do, o método de avaliação do consumo alimentar e os 
resultados obtidos. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


As doenças crônicas não transmissíveis constituem o 
maior problema global de saúde e têm gerado número 
elevado de mortes prematuras, pior qualidade de vida, 
com alto grau de limitação e incapacidade, além de serem 
responsáveis por impactos econômicos para famílias e co- 
munidades, bem como para a sociedade em geral.” Fa- 
tores genéticos, ambientais e de estilo de vida vêm sendo 
relacionados a essas doenças, sendo a nutrição peça fun- 
damental para a redução do risco de muitas delas. Apesar 
do consenso do papel da alimentação e da plausibilidade 
biológica dos seus efeitos na saúde, muitas vezes os estu- 
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Quadro 36.2 Exemplos de estudos de genômica nutricional e os métodos utilizados para avaliação do consumo alimentar 


Estudo País na Ea aa ue Resultado Referéncia 
Nurses’ Health Study | 3 d 
(NHS), Women's Genome a ; See ee . 
Health Study (WGHS) EUA 37.423 Questionário de frequência alimentos fritos e escore genético Qi et al. 
e Health ais participantes alimentar semiquantitativo composto de 32 SNP em relação à (2014) 
Follow-up Study (HPFS) ai 
Interação entre consumo de bebidas 
37.423 Questionário de frequência açucaradas e escore genético Qi et al. 
IPRS, a @ WERS UA participantes alimentar semiquantitativo composto de 32 SNP em relação à (2012)! 
obesidade 
Participantes com dieta com alto 
teor de lipídios e carreadores do 
alelo variante do SNP no gene da 
811 pessoas Registro alimentar, R24h por proteína de transferência de ésteres Qi etal 
Pounds Lost EUA com excesso telefone e questionário de de colesterol (CETP) apresentaram (2014)? 
de peso frequência alimentar menores concentrações de 
triacilgliceróis e maiores de HDL-c 
em comparação com indivíduos com 
dieta pobre em gordura 
: 204 Questionário de frequência Foram Kenitieetks aS ode do 
Integral Education on F : nari DNA diferencialmente metiladas 
= E adolescentes alimentar semiquantitativo, -. Moleres et al. 
Nutrition and Physical Espanha : : dependendo da resposta em relação a 
Es com excesso previamente validado na A (2013) 
Activity (Evasyon) Study à perda de peso em adolescentes 
de peso Espanha 
com excesso de peso 
Consumo de ácidos graxos 
Boston Puerto Ričani Questionário de frequência poli-insaturados modulou o efeito Huang etal 
EUA 995 adultos alimentar desenhado para de duas variantes do gene MTHFR 9 aa 
Health Study (BPRHS) 5 a ae (2011) 
essa população nas concentrações de homocisteína 
plasmática 
Consumo de ácido linolênico (ALA) 

Health Lifestyle in Sete 573 R24h usando o HELENA modulou a associação entre FADS e mon Rai 
Europe by Nutrition in países a dolescEntes Dietary Assessment Tool concentrações de colesterol total e (2011) ` 
Adolescence (Helena) europeus (HELENADIAT) colesterol não HDL em adolescentes 

europeus 
SNP nos genes FGF21, FTO e próximo 
33.355 Questionário de frequência ao TRAFe foram associados com Chu et al. 
FPES, Ses EUA participantes alimentar semiquantitativo ingestão calórica proveniente de (2013) 
proteína e carboidratos 
7.052 indivíduos A adesão à dieta mediterrânea 
Predimed (Prevención con Essánha com oiiro Questionário de frequência modificou a associação entre SNP Ortega-Azorin 
Dieta Mediterránea) P cardiovascular alimentar validado nos genes FTO e MC4Re risco de et al. (2012)°” 
diabete tipo 2 
Eshiletraneversal Japãoe 136 japonenes Questionário de frequência Interação entre padrão da dieta e Yap etal. 
sats : : alimentar para elaborar SNP (VEGFR2) afetou concentrações 58 
multicêntrico China e 179 chineses > Ai ; Bes naa: (2012) 
padrões por análise fatorial plasmáticas de lipídios 
Caso-controle aninhado 206 casos Questionário de frequência Padites te iodeto do WNA 
: em regides especificas de genes 
da coorte European de infarto do alimentar adaptado e do imetabolemo da imicariaro Fiorito et al 
Prospective Investigation Italia miocárdio e validado especificamente arecoram modular o risco de DEV (2014) k 
into Cancer and Nutrition 206 controles para os hábitos alimentares P à at E 
é Eds conferido pela baixa ingestão de 
(Epic) pareados italianos 


folato e vitaminas do complexo B 


alimentos podem efetivamente modificar a expressão, a 
estabilidade e a integridade do genoma. Compreender as 
interações que ocorrem entre os genes, incluindo todas as 
suas variantes genéticas, e as exposições ambientais, prin- 
cipalmente a alimentação, significa abrir caminho para o 
desenvolvimento de recomendações nutricionais que 


dos epidemiológicos trazem resultados controversos ou 
falham em demonstrar tais associações. Sabe-se que nu- 
trientes, compostos bioativos de alimentos e genoma inte- 
ragem reciprocamente: a variabilidade genética é respon- 
sável por diferenças na absorção e no metabolismo de 
nutrientes, enquanto nutrientes e compostos bioativos de 
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considerem os genótipos, almejando a redução do risco de 
doenças e a promoção do bem-estar de indivíduos e po- 
pulações nas diferentes fases da vida. 
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Polimorfismos avaliados em testes de 
nutrigenética disponíveis no mercado nacional 
e sua utilização na prática clínica 


INTRODUÇÃO 


Um marco para as ciências da saúde foi, sem dúvida, 
o sequenciamento completo do genoma humano. Embo- 
ra as promessas sobre a descoberta da origem e da cura 
de doenças complexas não tenham se concretizado ao 
término do Projeto Genoma Humano (PGH), os avanços 
científicos e tecnológicos obtidos desde o seu lançamento 
oficial são inegáveis. Testes genéticos já eram utilizados 
na medicina tradicional, antes mesmo da conclusão do 
PGH, com o intuito de confirmar uma suspeita de diag- 
nóstico, na triagem de doenças hereditárias em indiví- 
duos com história familiar e no diagnóstico pré-implan- 
tacional. A maioria desses testes avalia doenças 
autossômicas relacionadas a um único gene, nas quais 
mutações caracterizam alta probabilidade (100% de 
chances) de desenvolvimento da doença. Um exemplo é a 
doença de Huntington, que é ocasionada por uma ex- 
pansão da repetição dos trinucleotídios CAG (citosi- 
na-adenina-guanina) localizada na região 5º do gene 
IT15 no braço curto do cromossomo 4.! 

Entretanto, os testes de nutrigenética se enquadram 
em outra categoria de testes genéticos, a dos chamados 
testes preditivos, que podem ser utilizados com uma 
abordagem de medicina de precisão ou 4P genômica — 
personalizada, preditiva, participativa e preventiva. 

A partir de 2005, a variedade de testes genéticos foi ex- 
pandida. Há testes que envolvem análises complexas de 
amplo número de genes e se propõem, por exemplo, a iden- 
tificar riscos para doenças crônicas, como as cardiovascula- 
res e o câncer, ou para quantificar o risco de recorrência de 
câncer de um paciente. Há também muitos testes para pre- 
ver a eficácia da terapêutica e orientar sua administração e 
dosagem. Além disso, há possibilidade de sequenciamento 
do exoma (análise apenas da região codificadora do geno- 
ma) e de sequenciamento do genoma completo. 


Maria Aderuza Horst 


As expectativas em torno das vantagens que o se- 
quenciamento completo do genoma humano poderia 
ocasionar estimularam empresas de tecnologia genômica 
a competirem na chamada “Corrida pelo Genoma de mil 
dólares”. Esses valores foram anunciados pela primeira 
vez em 2012 e, com o passar do tempo, surgem mais tec- 
nologias que prometem a realização do sequenciamento 
com menor custo, maior rapidez e qualidade. Entretanto, 
a redução do preço do sequenciamento não teve as reper- 
cussões esperadas, pois logo ficou claro que o maior de- 
safio não é apenas sequenciar o genoma humano, mas 
interpretar as informações codificadas em aproximada- 
mente três bilhões de pares de nucleotídeos. 

Nesse sentido, muitas pesquisas são conduzidas a fim 
de aumentar a compreensão sobre as informações acerca 
do genoma humano. Um exemplo é o Projeto Internacio- 
nal Mil Genomas, que revelou que o genoma humano 
apresenta 38 milhões de possibilidades de polimorfismos 
de nucleotídeo único (SNP) e 1,4 milhão de inserções e 
deleções.? Além disso, outro projeto internacional, o 
HapMap, busca determinar padrões de variação genéti- 
ca, e já determinou um extenso número de haplótipos ou 
combinações de SNP que ocorrem simultaneamente em 
indivíduos de determinados grupos populacionais. Um 
mapa dessas variações genéticas pode ser utilizado para 
prever os padrões que determinam uma doença ou as 
respostas aos tratamentos. Outra abordagem diz respei- 
to aos estudos de associação ampla do genoma (GWAS), 
que permitem que pesquisadores associem um catálogo 
com um amplo número de variantes genéticas com cen- 
tenas de doenças comuns e alterações metabólicas. Dessa 
forma, é possível estimar quais variações são específicas 
de determinada condição clínica e, ainda, direcionar tra- 
tamentos e abordagens específicas.” 

Os avanços na compreensão das implicações de va- 
riações genéticas sobre o fenótipo permitiram a expansão 
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de uma nova área de negócios, a dos testes genéticos pre- 
ditivos comercializados diretamente para o consumidor 
(DTC, direct-to-consumer), mais populares nos Estados 
Unidos. Dentre as principais empresas que comerciali- 
zam os testes DTC destacam-se a 23andMe, a Navigenics, 
a Atlas Sports Genetics, a deCODE Genetics, a DNA Di- 
rect, a DNA Plus e a Genelex Corporation. Estima-se que 
esse mercado fature aproximadamente 233,7 milhões de 
dólares até 2018.º 

Os testes genéticos preditivos, incluindo aqueles de 
nutrigenética, ganharam força no Brasil a partir de 2012 
e, desde então, surgem cada vez mais empresas que ofere- 
cem serviços de genotipagem com diferentes abordagens 
e polimorfismos distintos em seus testes. Assim, a possi- 
bilidade da realização de testes genéticos aumentou e, 
nesse cenário, é fundamental que nutricionistas estejam 
aptos a compreender, interpretar e utilizar tais testes de 
maneira adequada. 


TESTES DE NUTRIGENÉTICA NO BRASIL 


A prescrição nutricional deve ter como principal ob- 
jetivo a promoção da saúde e da qualidade de vida. O 
enfoque mais importante dos testes genéticos relaciona- 
dos à nutrição é a análise de variações genéticas, princi- 
palmente SNP, que possam predizer as necessidades nu- 
tricionais individuais, a fim de direcionar intervenções 
para reduzir o risco do surgimento de doenças crônicas 
não transmissíveis. Com relação à alimentação ideal, a 
expressão “um tamanho não serve para todos” (one size 
does not fit all) tem sido, ao longo dos últimos anos, 
aplicada em estudos sobre interações entre genes e ali- 
mentação. Assim, a nutrigenética pode ser uma ferra- 
menta para auxiliar a atingir as quantidades ideais de 
nutrientes em uma abordagem individual e personali- 
zada. 

Testes de nutrigenética analisam genes envolvidos 
principalmente com a obesidade, com o metabolismo e 
transporte de nutrientes e com enzimas de destoxificação 
e antioxidantes. De acordo com as variações genéticas de 
um indivíduo, um aconselhamento nutricional persona- 
lizado pode ser elaborado com recomendações e suges- 
tões nutricionais e de estilo de vida para atingir metas 
específicas, como a perda de peso ou o controle da glice- 
mia e da colesterolemia. 

Sabe-se que, sob a mesma intervenção nutricional, 
cada indivíduo poderá exibir respostas biológicas distin- 
tas. Nesse sentido, um dos desafios mais intrigantes da 
nutrição é definir qual padrão alimentar melhor se adap- 
ta às necessidades de nutrientes, as quais, por sua vez, são 
influenciadas pelo genótipo. Assim, testes de nutrigenéti- 
ca podem ser aliados no auxílio da prescrição nutricional 


individualizada e, quando houver tal possibilidade, de- 
vem ser utilizados de maneira a complementar o atendi- 
mento nutricional, não substituindo nenhuma ferra- 
menta clássica de avaliação. Os testes de nutrigenética 
isoladamente não são suficientes para a personalização 
da alimentação, nem tampouco para a prescrição de su- 
plementos. Contudo, há evidências contundentes para a 
utilização de algumas variações genéticas como base para 
a prescrição nutricional, após avaliações nutricional, an- 
tropométrica e clínica criteriosas e, ainda, com o auxílio 
de exames bioquímicos. 

No Brasil, até o ano de 2015, havia um teste nacional e 
cinco testes de empresas estrangeiras comercializados por 
laboratórios nacionais que podem ser prescritos por nu- 
tricionistas. Todavia, em termos legais, por se tratar de tes- 
tes preditivos, não há necessidade de prescrição e, apesar 
de não recomendado, o próprio consumidor pode solici- 
tar o seu exame de nutrigenética. As principais diferenças 
entre os testes estão na forma de coleta do material utiliza- 
do para extração do DNA, na abordagem dos resultados 
nos laudos e no número de polimorfismos avaliados. 

Com relação à coleta do material genético a ser ava- 
liado, em todos os testes comercializados no Brasil ela é 
do tipo não invasiva de células bucais, realizada com o 
auxílio de um swab ou diretamente da saliva (Figura 
37.1). A coleta pode ser realizada pelo próprio indivíduo, 
com o auxílio de kits comerciais próprios para essa fina- 
lidade e que contêm solução tampão para preservação do 
DNA genômico. É necessário que o paciente esteja em 
jejum por pelo menos uma hora. 


Figura 37.1 Ilustração das formas de coleta não invasivas de material 
genético para testes de nutrigenética. 


A abordagem dos resultados nos laudos é realizada 
de quatro formas distintas: 


E Apenas relatando o resultado do polimorfismo 
avaliado, sem interpretação. 

= Por meio da associação com condições metabólicas 
ou risco do desenvolvimento de doenças, como obesida- 
de, diabete, dislipidemias, predisposição a comportamen- 
tos alimentares e, ainda, quais nutrientes e alimentos de- 
vem ser priorizados de acordo com variações específicas 
no DNA avaliado. 
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m Com a sugestão de padrões de planos alimentares 
preestabelecidos, sugerindo, por exemplo, a exclusão de 
determinados alimentos ou o número de calorias que de- 
vem ser ingeridas. 

E Relacionando variações genéticas com o consumo 
de alimentos ou nutrientes específicos, sem mencionar o 
risco de doenças e condições metabólicas. 


Alguns testes mesclam as abordagens descritas ante- 
riormente. Por exemplo, há um teste que aborda o risco 
do desenvolvimento de doença celíaca e também sugere 
um padrão alimentar preestabelecido, e outro que asso- 
cia principalmente o consumo de nutrientes e alimentos 
com variações genéticas, mas também descreve o risco do 
desenvolvimento de diabete melito tipo 2. Há ainda dois 
testes de nutrigenética que incluem variações genéticas 
relativas à aptidão para exercícios físicos. 

O número de polimorfismos avaliados em cada teste 
disponível no Brasil varia de 11 até mais de 100. Toman- 
do-se como exemplo apenas a predisposição para a obe- 
sidade, ainda há diferenças na quantidade de variações 
analisadas entre os testes. Há possibilidades de 3, 5, 12, 
17, 24, ou o teste pode não fazer tal abordagem. Alguns 
testes podem ainda ser comercializados como um “com- 
bo” ou na forma de condições específicas, como apenas 
para a avaliação das variações genéticas que determinam 
a não persistência da lactase ou apenas o risco do desen- 
volvimento de obesidade. 


UTILIZAÇÃO NA PRÁTICA CLÍNICA 


Na prática clínica, o nutricionista que optar pela 
prescrição de testes de nutrigenética como auxiliares na 
prescrição nutricional deve utilizar e integrar os conheci- 
mentos das subdisciplinas da genômica nutricional. Re- 
sumidamente, a nutrigenética refere-se à influência de 
variações no DNA nas respostas aos nutrientes, ao passo 
que a nutrigenômica diz respeito ao papel de nutrientes e 
compostos bioativos de alimentos (CBA) na expressão 
gênica. A epigenômica nutricional abrange o estudo de 
como os nutrientes e CBA modulam a expressão gênica 
por influenciar eventos epigenéticos.” Os testes de nutri- 
genética baseiam-se no princípio de que existem diferen- 
ças individuais na resposta a exposições agudas ou repe- 
tidas a determinado nutriente, CBA ou combinações 
destes. 

Ao longo do tempo, a alimentação influenciou o pa- 
drão de expressão gênica, resultando em fenótipos que 
são capazes de responder com êxito aos desafios ambien- 
tais e que permitem a melhor adaptação aos recursos nu- 
tricionais disponíveis. Essas adaptações têm sido funda- 
mentais para o crescimento e desenvolvimento humano, 


e os avanços tecnológicos tornaram possível investigar 
não apenas os genes e suas variações, mas também explo- 
rar o epigenoma, os transcritos, as proteínas e metabóli- 
tos e as modificações ocasionadas pela alimentação. Essas 
análises proporcionam a oportunidade para estabelecer 
as bases para a incorporação da individualidade biológi- 
ca em recomendações nutricionais, com potencial tera- 
pêutico significativo. 

Em experiência clínica prática, Arkadianos et al.’ 
avaliaram cinquenta pacientes que realizaram um teste 
de nutrigenética e um grupo de 43 pacientes (pareados 
por idade, sexo e frequência de consultas) que receberam 
a dieta padrão para perda de peso. As orientações perso- 
nalizadas foram direcionadas de acordo com o perfil ge- 
nético de cada paciente para 24 polimorfismos (em genes 
envolvidos no metabolismo de macronutrientes, de vita- 
minas do complexo B, de vitamina D, de enzimas antio- 
xidantes, de destoxificação e de resposta inflamatória). As 
observações nos primeiros três meses de intervenção in- 
dicaram que os pacientes de ambos os grupos apresenta- 
ram redução de peso de maneira semelhante. Entretanto, 
após um ano de intervenção, os pacientes que receberam 
a prescrição nutricional de acordo com o perfil genético 
continuaram a perder peso, enquanto os que receberam a 
prescrição tradicional voltaram a ganhar peso. Além dis- 
so, o resultado mais significativo entre os dois grupos foi 
com relação à glicemia de jejum: apenas o grupo que re- 
cebeu as orientações personalizadas pelo genótipo apre- 
sentou melhora significativa. 

Outro trabalho com o objetivo de comparar os re- 
sultados de orientações nutricionais padrão e personali- 
zadas a partir do genótipo direcionou a dieta de acordo 
com o resultado de sete SNP [APOA2 (rs5082), ADIPOQ 
(rs17300539), FTO (189939609), KCTD10 (rs10850219), LIPC 
(rs1800588), MMAB (rs2241201) e PPARG (rs1801282)]. Fo- 
ram avaliados trinta indivíduos no grupo que realizou o 
teste de nutrigenética e 21 no grupo controle, todos com 
indice de massa corporal (IMC) acima de 30 kg/m’. As 
orientações nutricionais foram padronizadas entre os gru- 
pos. O grupo do teste de nutrigenética seguiu uma das 
quatro possibilidades de dieta com diferentes porcenta- 
gens de carboidratos, lipídios e proteínas, respectivamen- 
te: balanceada (55%, 25% e 20%); hipoglicídica (40%, 
30% e 30%); hipolipídica (55-60%, 20% e 20-25%) ou 
mediterrânea (45%, 35% e 20%). Todos os indivíduos do 
grupo controle receberam a dieta balanceada. Não houve 
diferença significativa entre os grupos quanto ao percen- 
tual de participantes que apresentou redução de 5% do 
seu peso corporal após 8 ou 24 semanas de intervenção. 
Ambos os grupos tiveram dificuldade em aderir às dietas; 
no entanto, a adesão foi maior no grupo que realizou o 
teste de nutrigenética, e houve correlação com a perda de 
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peso, o que não ocorreu no grupo controle. Os indiví- 
duos que tinham genótipo de baixo risco para a obesida- 
de apresentaram maior redução de peso e da circunfe- 
rência da cintura em comparação aos que carreavam o 
genótipo de alto risco.!º 

Doenças complexas como as cardiovasculares, o dia- 
bete e o câncer são consequência da interação entre fato- 
res ambientais e genéticos, sendo as variações genéticas 
apenas preditoras do risco. Por causa do amplo número 
de interações possíveis, a associação entre genes, doenças 
e ambiente ainda não é completamente compreendida, o 
que limita o valor diagnóstico dos testes de nutrigenética. 

Com relação à prescrição e utilização de testes de nu- 
trigenética por nutricionistas, cabe destacar que até agos- 
to de 2016, apenas o conselho regional de nutrição 3 
(CRN3) se manifestou, e finalizou o seu parecer com as 
seguintes exposições: 


m Testes de nutrigenética são preditivos e não diag- 
nósticos, não devem substituir outros exames e avaliações 
necessários ao tratamento e devem ser utilizados apenas 
como ferramenta adicional à prescrição nutricional. 

E O nutricionista deve pautar sua atuação no Código 
de Ética, estar capacitado a interpretar os testes de nutri- 
genética e a orientar adequadamente seus clientes. 

= É extremamente importante ressaltar que a inter- 
pretação equivocada dos testes de nutrigenética pode 
causar prejuízos ao paciente. 

m A recomendação de suplementos baseada em testes 
de nutrigenética não possui evidências científicas sufi- 
cientes até o momento, devendo o nutricionista enfatizar 
ao paciente a importância do consumo dos alimentos. 

m Os nutricionistas deverão estar capacitados/espe- 
cializados para solicitar e interpretar corretamente tais 
testes, bem como para aplicá-los da forma mais adequa- 
da e racional em sua rotina de atendimento. 


A aplicação prática de testes de nutrigenética tem co- 
mo base o conhecimento de um potencial risco de um 
indivíduo desenvolver doenças e a possibilidade de inter- 
venções nutricionais que possam mitigar esse risco ou 
aumentar as chances de sucesso de tratamentos. O aten- 
dimento nutricional com base em testes de nutrigenética 
deve incluir todas as etapas do atendimento nutricional 
convencional, com levantamento do histórico familiar, 
parâmetros bioquímicos, avaliação nutricional e antro- 
pométrica, investigação de fatores de risco para doenças 
crônicas não transmissíveis e demais aspectos que o pro- 
fissional considerar necessários. 

A decisão sobre a realização do teste de nutrigenética 
deve ser tomada pelo paciente. Cabe ao profissional in- 
formar todos os riscos, benefícios e limitações, bem co- 


mo dirimir dúvidas. Após as orientações, a interpretação 
dos resultados de um teste de nutrigenética deve ser cri- 
teriosa e a transmissão dos resultados para os pacientes 
deve ser realizada por profissionais capacitados e com 
conhecimentos suficientes de genômica nutricional, uma 
vez que tais resultados podem fornecer informações so- 
bre o risco individual de desenvolver doenças que não 
têm cura, como a doença de Alzheimer. Tais resultados 
devem ser explicados com cautela, para não alarmar de 
forma incorreta os pacientes. Nesse sentido, é importante 
destacar que estudos revelaram grandes lacunas no co- 
nhecimento e nas habilidades dos profissionais da área 
da saúde, inclusive nutricionistas, em países desenvolvi- 
dos como Reino Unido e Canadá.!!2 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Impulsionado pela publicação dos resultados do se- 
quenciamento do genoma humano, o estudo de aspectos 
de genômica nutricional pode auxiliar na avaliação da 
predisposição ou da resposta de um indivíduo a um estí- 
mulo ou desafio ambiental, como a alimentação. Análises 
transcriptômicas, proteômicas, metabolômicas e epige- 
néticas podem proporcionar visões holísticas de condi- 
ções biológicas com o intuito de direcionar prescrições 
nutricionais personalizadas a partir do genótipo. Entre- 
tanto, ainda há muito a ser desvendado pela ciência. 

Apesar de os estudos com intervenções nutricionais 
personalizadas com base na utilização de testes de nutri- 
genética mostrarem resultados promissores, eles foram 
realizados com número pequeno de indivíduos e a ances- 
tralidade não foi considerada. Além disso, o custo de um 
teste de nutrigenética parece ser um dos principais empe- 
cilhos para a ampliação da sua utilização. Com a redução 
dos custos do sequenciamento do genoma, a possibilida- 
de da obtenção da informação genética não será mais li- 
mitante. Em vez disso, a capacidade de analisar tais dados 
e a aplicação prática é que será o principal obstáculo a ser 
superado. Para que se obtenha melhor capacitação de 
nutricionistas para a interpretação dos testes de nutrige- 
nética, existe a necessidade da incorporação de discipli- 
nas como biologia molecular e genômica nutricional na 
grade curricular dos cursos de graduação em nutrição. A 
genômica nutricional é uma ciência em ascensão e estu- 
dos cada vez mais amplos e complexos precisam ser con- 
duzidos com o objetivo de determinar recomendações 
nutricionais baseadas no genótipo. 
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INTRODUÇÃO 


O termo bioética pode ser definido de diversas ma- 
neiras, desde abordagens gerais, como “ética da vida”, até 
definições mais específicas, como “conjunto de conceitos, 
argumentos e normas que valorizam e legitimam etica- 
mente os atos humanos, cujos efeitos afetam profunda e 
irreversivelmente, de maneira real ou potencial, os siste- 
mas vivos”. Ou, ainda, o “estudo sistemático das dimen- 
sões morais das ciências da vida e saúde, utilizando uma 
variedade de metodologias éticas num contexto interdisci- 
plinar” Apresenta-se como a busca de um comportamento 
responsável ao decidir tipos de tratamento, pesquisas e 
posturas perante a sociedade. Esses e outros conceitos es- 
tão constantemente em evolução e englobam elementos 
comuns entre eles: o valor à vida e à moral.! 

Todavia, a bioética não é a ciência do julgamento 
moral ou uma verdade concreta e absoluta. Para alcançar 
seus verdadeiros fundamentos, é necessária uma aborda- 
gem multidisciplinar, que perpasse as áreas médicas, bio- 
lógicas, filosóficas, e também o direito, a antropologia, a 
ciência política, a teologia e a economia. Ela se distingue 
entre bioética de situações persistentes, que trata de as- 
suntos relacionados à vida humana e que perduram des- 
de os tempos antigos, como racismo, discriminação e ex- 
clusão social; e bioética de situações emergentes, marcada 
pelos conflitos de origem recente, como reprodução as- 
sistida, doações e transplantes de órgãos, mapeamentos 
genéticos e outros temas atuais.” 

O uso de testes genéticos preditivos no Brasil, isto é, 
aqueles realizados em indivíduos assintomáticos para ve- 
rificar o risco de desenvolver determinadas doenças, tem 
aumentado. Nesse contexto, é importante diferenciar as 
doenças monogênicas com alta penetrância, em que o in- 
divíduo carreador da variação genética apresenta alto ris- 


co de desenvolver a condição, e as doenças poligênicas e 
multifatoriais, em que o carreador das variações pode ter 
risco aumentado se comparado à população em geral, 
mas tal risco depende, também, de fatores ambientais 
que podem ser manipulados.” O segundo grupo abrange 
as doenças crônicas não transmissíveis em que o padrão 
alimentar é um fator ambiental relevante. Nessa área, os 
testes de nutrigenética emergem como uma possibilidade 
de aperfeiçoar o cuidado nutricional individual em con- 
junto com dados clínicos, bioquímicos e familiares.“ 

Uma conduta nutricional ética deve atender às ne- 
cessidades psicofísicas, socioeconômicas e culturais de 
forma equilibrada, além de ser capaz de valorizar e pre- 
servar o potencial do meio ambiente e do paciente. Deve, 
ainda, sempre considerar cada indivíduo de maneira ho- 
lística, sob os aspectos biopsicossociais, de modo a res- 
peitar a individualidade inerente ao ser humano.” Nesse 
sentido, os testes de nutrigenética vêm ao encontro do 
cuidado personalizado, que compreende cada paciente 
em sua singularidade sob os aspectos biológicos, ambien- 
tais e psicossociais e genéticos. 


TESTES GENÉTICOS PREDITIVOS: ASPECTOS 
BIOETICOS 


A Associação Médica Brasileira e o Conselho Federal 
de Medicina” destacam a seguinte recomendação geral: 


A possibilidade da realização dos testes preditivos 
para doenças genéticas influencia diferentes aspectos da 
saúde, com consequências psicossociais, éticas e profissio- 
nais muito específicas e complexas. Recomenda-se que o 
atendimento seja adequado às famílias que procuram o 
serviço de genética e procure enfocar suas necessidades 
específicas. 


O maior pressuposto para a realização de um teste 
preditivo é a existência de um protocolo organizado e 
estruturado para aconselhamento, avaliação e acompa- 
nhamento biopsicossocial antes da realização e após o 
recebimento do resultado, conduzido por profissionais 
capacitados. Ainda que o interesse seja totalmente volun- 
tário e espontâneo, o paciente deve passar por avaliação 
psicológica antes do exame. Além disso, a equipe multi- 
profissional deve prezar pela qualidade de vida do ser hu- 
mano que se submeteu a tal teste. Todo resultado, ainda 
que desfavorável e com opções terapêuticas limitadas, 
deve ser avaliado cautelosamente e o paciente deve ser 
orientado com vistas à promoção da saúde. 

A responsabilidade do profissional no cuidado à saú- 
de deve ser pautada em uma visão bioética, com caráter 
crítico e reflexivo para cada conduta. Apesar dos avanços 
nos conhecimentos sobre genética humana, ainda há 
muito o que se discutir sobre os aspectos bioéticos e psi- 
cossociais do uso do material genético. O Projeto Geno- 
ma Humano, marco no estudo na genética humana, esti- 
mulou a discussão mundial do uso do material genético 
sob os aspectos éticos, legais e psicossociais.” Entretanto, 
conforme Van Renselaer Potter já ressaltava em 1971, o 
conhecimento avança a passos mais largos que a sabedo- 
ria para utilizá-lo. 

Um aspecto a ser respeitado é a obrigatoriedade do 
sigilo das informações resultantes dos testes genéticos, o 
que vai ao encontro da preservação da dignidade, da au- 
tonomia e da liberdade do paciente. Além disso, o sigilo 
acerca dos resultados evita a possibilidade de discrimina- 
ção de qualquer âmbito, seja de planos de saúde, seguros 
de vida, seleções para vagas de emprego e outras circuns- 
tâncias que possam prejudicar o indivíduo. O Projeto de 
Lei n. 4.610, de 1998, e as proposições apensadas (Proje- 
tos de Lei n. 1.934, de 1999; n. 4.900, de 1999; n. 3.377, de 
2000; n. 4.661, de 2001; n. 4.662, de 2001; e n. 7.373, de 
2006) versam acerca da proteção contra a discriminação 
da pessoa em razão da informação genética. 

Em relação aos testes de nutrigenética, apesar de seu 
objetivo ser a determinação de um genótipo de risco ou 
de proteção para doenças crônicas não transmissíveis se- 
gundo grupos de variações genéticas, a identificação de 
determinado polimorfismo genético utilizada no teste 
pode ser preditora de uma condição de saúde grave, a 
qual não é foco do exame. Um exemplo dessa situação é a 
avaliação de alterações no gene da apolipoproteína E 
(APOE) no que se refere ao risco de desenvolvimento de 
dislipidemias e doenças cardiovasculares em testes de nu- 
trigenética. Além da relação desse gene com o risco au- 
mentado para alterações no metabolismo de lipídios, a 
literatura científica também reconhece que ele está rela- 
cionado com maior risco para o desenvolvimento da 
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doença de Alzheimer, ainda que a possível relação entre o 
colesterol e essa doença neurodegenerativa não esteja to- 
talmente elucidada.º Nesse caso, pode-se questionar se o 
paciente deve ou não ser informado sobre o risco aumen- 
tado para tal doença, uma vez que a proposta inicial do 
exame não é essa. Por isso, recomenda-se o aconselha- 
mento genético pré e pós-teste, para esclarecimento de 
tais aspectos, e que a decisão sobre receber a informação 
ou não sobre os riscos seja do paciente. 

Outro aspecto que deve ser discutido é a linha tênue 
entre o direito à informação e o risco de ocorrência de 
eugenia (de etmologia grega: eugéneia significa “gerar o 
melhor”, eu = bom/melhor, genia = gerar/geração). Por 
exemplo, os testes pré-natais podem ser interpretados 
como um direito dos pais de conhecer as condições ge- 
néticas dos futuros filhos ou uma possibilidade de dis- 
criminação segundo características de desempenho in- 
telectual e aspectos físicos. A questão a ser respondida é: 
seria direito do ser humano conhecer o seu patrimônio 
genético de modo a evitar a proliferação de característi- 
cas desfavoráveis para a espécie? Exemplo claro refere-se 
às mutações nos genes BRCAI e BRCA2, que aumentam 
o risco para câncer de mama e ovário em mulheres, e a 
alteração no gene HTT, responsável pela doença de 
Huntington, em que há 50% de probabilidade de o filho 
desenvolver a doença caso um dos pais apresente essa 
mutação genética. Se os pais estiverem em idade repro- 
dutiva, isso poderá auxiliar na decisão de ter ou não fi- 
lhos. Entretanto, caso já tenham ultrapassado o período 
reprodutivo, não há benefício em conhecer tal caracte- 
ristica.°° 

Situação semelhante ocorre no esporte, uma vez que 
testes genéticos com atletas podem auxiliar no direciona- 
mento de treinos e modalidades nas quais o indivíduo 
tem maiores chances de apresentar melhor rendimento. 
Os resultados podem, também, ser utilizados para deter- 
minar qual atleta deve ou não ser contratado por um clu- 
be ou receber patrocínio. Entretanto, a principal questão 
nesse sentido é a de que apenas a predisposição genética 
não é suficiente para que o atleta atinja excelência no es- 
porte; o treinamento adequado e outros fatores ambien- 
tais são imprescindíveis. Outro aspecto importante rela- 
cionado ao esporte é o doping genético, assunto que é 
pauta constante da Agência Internacional Antidoping 
(Wada, World Anti-Doping Agency), uma vez que os ris- 
cos para a saúde humana, como o uso de vetores conta- 
minados para transferência de genes, são iminentes e, 
além disso, a detecção dessa prática é ainda limitada. 
Apesar disso, tais procedimentos têm sido realizados ca- 
da vez mais em atletas com o objetivo de melhorar o de- 
sempenho físico, desconsiderando os limites da bioética e 
burlando as normas das competições." 
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Ao ampliar a discussão para o processo de saúde e 
doença, deve-se pensar no acesso da população aos testes 
genéticos preditivos. Apesar da redução nos custos, ainda 
são exames onerosos, aos quais pequena parcela da po- 
pulação tem acesso. Além disso, a confiabilidade e a in- 
terpretação dos testes devem ser sempre revistas, uma vez 
que a aplicação em larga escala deve garantir a segurança 
e não alarmar o paciente que se submete ao exame. 

Nesse sentido, surgem alguns questionamentos: qual 
instância do governo deve regulamentar a realização dos 
testes genéticos preditivos? Até que ponto o governo de- 
ve instituir protocolos de orientação? Por exemplo, em 
se tratando de doenças para as quais ainda não há proto- 
colo de tratamento, vale a pena descobrir o maior risco, 
apontado por testes preditivos com antecedência, de 
maneira a manipular os fatores de risco ambientais, ou 
isso acarretaria medo e apreensão ao paciente e seus fa- 
miliares? Os interesses financeiros, éticos e de pesquisa 
devem ser regidos por qual força legal maior? Em rela- 
ção aos testes de nutrigenética, que apontam fatores ge- 
néticos de risco aumentado ou proteção para determi- 
nadas situações de saúde relacionadas à alimentação e ao 
estilo de vida, deve-se manter a mesma postura em rela- 
ção aos testes preditivos para doenças genéticas raras? 
Ou estes devem ser considerados exames complementa- 
res para ampliar a qualidade do cuidado nutricional in- 
dividualizado de forma preventiva e, assim, com menor 
rigidez regulatória? 

Diante de tantos questionamentos sob a luz da bioé- 
tica, um consenso é a necessidade expressa de consenti- 
mento livre e esclarecido para a realização dos testes pre- 
ditivos do paciente. Já ao tratar de indivíduos incapazes 
de decidir por receber ou não tais informações, como 
crianças e adolescentes, incapazes juridicamente, ou, ain- 
da, em casos de testes pré-natais, a autorização deve ser 
do responsável legal.>!! Além disso, o armazenamento e a 
manipulação de amostras, ainda que para fins de pesqui- 
sa científica, sem autorização legal, constituem crime.” 

A realização de testes em crianças e adolescentes as- 
sintomáticos deve ser evitada, a menos que a possibilida- 
de de tratamento precoce e a redução das limitações ge- 
radas por doenças genéticas raras de desenvolvimento 
tardio já estejam bem instituídas no âmbito científico. 
Caso contrário, deve-se aguardar a maioridade para que 
o indivíduo responda por si. Já no âmbito da adoção le- 
gal, o perfil genético da criança ou adolescente pode ser 
interpretado sob dois ângulos. O conhecimento de um 
risco aumentado para uma condição de saúde pode auxi- 
liar na escolha de pais aptos a acolher o indivíduo ou po- 
de reduzir a possibilidade de adoção. Além disso, a histó- 
ria médica do indivíduo adotado pode ser, parcialmente, 
esclarecida pelo conhecimento do perfil genético." 


Desse modo, a formação de recursos humanos espe- 
cializados é imprescindível para o aproveitamento do co- 
nhecimento acerca da genética humana no cuidado res- 
ponsável à saúde. Para tanto, estudar e compreender a 
genômica nutricional e os testes genéticos associados 
permitirá que posicionamentos prudentes e amadureci- 
dos das questões éticas suscitadas sejam estabelecidos. 


TESTES DE NUTRIGENÉTICA: PERSPECTIVAS E LIMITES 


Os testes de nutrigenética, também classificados co- 
mo testes genéticos preditivos, baseiam-se no pressuposto 
de que o conhecimento do perfil genético facilitará a ins- 
tituição de planos alimentares personalizados que, aliadas 
ao estilo de vida saudável, atuarão na promoção da saúde 
e na redução do risco de desenvolvimento de doenças ou 
de condições clínicas que afetam a saúde. Os resultados da 
maioria dos testes apontam fatores genéticos associados 
ao risco de doenças crônicas relacionadas à alimentação 
(dislipidemias, intolerâncias nutricionais, obesidade, dia- 
bete melito, hipertensão arterial, doenças cardiovascula- 
res e outras situações metabólicas), de modo a amparar a 
conduta do nutricionista ou do médico responsavel.'*"4 

Ainda que o conhecimento para uma intervenção de 
nutrição personalizada necessite ser aprofundado e mais 
bem explorado, o profissional pode e deve amparar-se 
em dados já estabelecidos do paciente, como a história 
familiar, os parâmetros bioquímicos e clínicos, bem co- 
mo a presença de fatores de risco para determinada doen- 
ça. O nutricionista e demais profissionais de saúde devem 
dominar o conhecimento técnico na área da genômica, 
com senso crítico, capacidade de divulgar as informações 
do teste preditivo de maneira imparcial e conscientizar-se 
do papel que representam como formadores de opinião 
junto à sociedade. 15 

O parecer técnico do Conselho Regional de Nutri- 
cionistas — 32 Região (CRN3) quanto ao uso de testes de 
nutrigenética reforça a necessidade de bom senso e com- 
provações científicas na determinação da conduta do nu- 
tricionista. Destaca o caráter preditivo e não diagnóstico 
dos testes, os quais devem ser considerados ferramentas 
adicionais à prescrição nutricional individualizada, sendo 
imprescindível a aplicação de avaliações e a combinação 
de outros exames.” A conduta do profissional deve estar 
amparada no Código de Ética do Nutricionista," e este de- 
ve ter capacidade de interpretar os testes de nutrigenética 
e orientar adequadamente seus pacientes. Vale destacar o 
risco de uma interpretação errônea de um teste genético, 
que pode desencadear prejuízos físicos e psicossociais ao 
paciente. Por fim, o CRN3 assume que ainda não há evi- 
dências científicas suficientes para respaldar a suplemen- 
tação nutricional baseada em testes de nutrigenética. 


O posicionamento da Academy of the Nutrition and 
Dietetics acerca da genômica nutricional alerta que os es- 
tudos com testes de nutrigenética para o aconselhamento 
nutricional personalizado devem ainda ser explorados 
para garantir o uso clínico seguro. Enfatiza, também, que 
as doenças e condições de saúde crônicas, como o diabe- 
te, a hipertensão arterial, as doenças cardiovasculares e as 
dislipidemias, apresentam etiologia multifatorial e multi- 
gênica. Desse modo, os testes de nutrigenética são par- 
cialmente preditivos para o risco de desenvolver determi- 
nada doença. Reforça, ainda, que os profissionais de 
saúde devem ter formação científica suficiente na área de 
genômica nutricional para um aconselhamento genético 
responsável. 

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 
Office of Public Health Genomics estabeleceu o protocolo 
ACCE (Analytic validity, Clinical validity, Clinical utility 
and associated Ethical, legal and social implications) para a 
avaliação de testes genéticos quanto à validade analítica e 
clínica, a utilidade clínica, e as implicações éticas, jurídi- 
cas e sociais. Essa estratégia visa regulamentar as empre- 
sas que fornecem testes genéticos no ambiente clínico, 
com supervisão e aconselhamento do profissional de saú- 
de, e também no ambiente virtual, em que os testes têm 
sido disseminados a passos largos em virtude do custo 
acessível, mas sem orientação direcionada ao paciente.*”” 

A regulamentação dos testes genéticos a partir do go- 
verno pode incluir a proibição de testes com venda direta 
para os pacientes; a autorização da publicidade e venda 
somente para os testes com menor risco; a regulamenta- 
ção e fiscalização de empresas e laboratórios; e, ainda, a 
educação em saúde junto à população. Entretanto, a le- 
gislação brasileira quanto à regulamentação e fiscalização 
das empresas que fornecem testes de nutrigenética ainda 
é inexistente. Espera-se, contudo, que a prescrição de tes- 
tes de nutrigenética seja preferencialmente feita por nu- 
tricionistas e/ou por médicos capacitados que forneçam 
aconselhamento genômico nutricional. Todavia, a maio- 
ria dos profissionais de saúde não tem formação básica 
em genética clínica. 

Com relação aos testes vendidos diretamente ao con- 
sumidor por meio da internet, acredita-se que os riscos 
sobreponham os benefícios das informações adquiridas 
pelos pacientes, uma vez que não há aconselhamento in- 
dividualizado por um profissional especializado. Se, em 
muitas situações, os profissionais de saúde não estão ap- 
tos a interpretar os testes genéticos preditivos e a orientar 
corretamente o paciente, há grande risco de o indivíduo 
leigo alarmar-se com algum resultado mal interpretado, 
o que pode ocasionar danos biopsicossociais. O indiví- 
duo pode assustar-se com os resultados sem a correta 
orientação ou, ainda, automedicar-se e optar por trata- 
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mentos considerados personalizados, normalmente one- 
rosos e sem comprovação científica de eficácia.!* 

Outro fator que dificulta a disseminação dos testes 
genéticos no meio biomédico é a adoção da medicina 
curativa, em que o diagnóstico e o tratamento das doen- 
ças são valorizados em detrimento do foco na redução do 
risco dessas doenças. O sistema de saúde pública no Bra- 
sil tem priorizado a promoção da saúde e a humanização 
no atendimento. Entretanto, a queda do modelo hospita- 
locêntrico demandará tempo e investimentos também na 
formação de recursos humanos para a saúde.' 

O papel da nutrição na saúde e na qualidade de vida 
do paciente muitas vezes não é adequadamente reconhe- 
cido por outros profissionais da área da saúde. Em geral, 
uma consulta médica não inclui orientações gerais acerca 
da alimentação saudável.” Ao questionar médicos nos 
Estados Unidos quanto aos motivos da não orientação 
nutricional na prática clínica, as principais alegações fo- 
ram o tempo escasso das consultas, a baixa adesão do pa- 
ciente às orientações nutricionais, a falta de conhecimen- 
to em nutrição humana e a remuneração insuficiente 
para proceder com tal abordagem na consulta. Além dis- 
so, a complexidade em trabalhar com genética clínica foi 
citada." Nesse sentido, a prescrição de testes de nutri- 
genética fica ainda mais restrita, uma vez que o modelo 
de cuidado à saúde é centrado no médico. 

Ainda em relação à prescrição de testes de nutrige- 
nética, o nutricionista com especialização em genômica 
nutricional deverá estar apto a interpretar e a realizar o 
aconselhamento genômico nutricional ao paciente. Tra- 
ta-se de uma oportunidade na área da nutrição que traz 
à prescrição nutricional individualizada uma fundamen- 
tação científica com objetivo de melhorar os resultados 
terapêuticos e a promoção da saúde.” Seguramente, o 
futuro da conduta do nutricionista clínico é a genômica 
nutricional, ainda que a maioria dos profissionais da área 
não tenha despertado para essa necessidade emergente.!* 

Já no que se refere aos testes genéticos preditivos para 
doenças raras, há uma discussão precedente avançada, 
inclusive sobre a regulamentação legal. Ainda que os tes- 
tes de nutrigenética apresentem uma abordagem de fato- 
res de risco para doenças de origem multifatorial, em que 
a detecção de marcadores genéticos não signifique uma 
sentença para o desenvolvimento da condição, é possível 
e prudente aproveitar a tônica das discussões. 

Os avanços científicos e tecnológicos na área da saú- 
de ocorrem a passos largos. No século XX foi descoberta 
a eficácia dos antibióticos, o que mudou os rumos de 
uma medicina tradicional milenar. A genômica nutricio- 
nal tem se propagado rapidamente no meio científico, 
com o progresso constante das grandes pesquisas que fir- 
mam o conhecimento e permitem a instituição de proto- 
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colos. Com isso, a difusão dessa ciência entre os profis- 
sionais da área da saúde é uma etapa importante nessa 
evolução. Nesse sentido, uma barreira a ser transposta é a 
carência de profissionais de saúde especialistas nessa 
área. Até mesmo em países desenvolvidos, como nos Es- 
tados Unidos, o número de nutricionistas com especiali- 
zação em genômica nutricional é limitado.'*?! 

A visão distorcida da genética junto à população e até 
mesmo dos profissionais da área da saúde prejudica a 
disseminação de testes genéticos no ambiente clínico e 
orientado. O ser humano tende a criticar e a intimidar-se 
com o desconhecido. Em contrapartida, a curiosidade e o 
acesso facilitado a testes preditivos sem aconselhamento 
individualizado, muitas vezes via meios eletrônicos, re- 
presenta risco à saúde da população. 


CONSIDERAÇÕES FINAIS 


Os benefícios da prescrição e do uso responsável dos 
testes genéticos, principalmente aqueles relacionados à 
nutrição, incluem a possibilidade de direcionar o cuidado 
ao paciente no que se refere à redução do risco de doenças 
com base na alimentação e no estilo de vida saudáveis; ao 
estímulo à mudança de comportamento e consciência do 
risco de determinadas condições de saúde; à redução da 
morbimortalidade prematura; à redução dos custos em 
saúde; à identificação de subgrupos populacionais que po- 
dem ser mais ou menos responsivos a determinada inter- 
venção ambiental (nutricional), além da criação de bio- 
bancos de amostras com consentimento dos indivíduos. 

Por outro lado, ainda é preciso elucidar muitos meca- 
nismos envolvidos na suscetibilidade às doenças; traba- 
lhar a falsa sensação de segurança em caso de resultados 
favoráveis e de pânico em caso de resultados desfavorá- 
veis; controlar o desenvolvimento de nutricosméticos 
personalizados sem comprovação científica; evitar o alar- 
me junto à população de que as informações gerais de 
saúde pública não seriam mais eficazes, além de controlar 
o risco de populações vulneráveis economicamente tor- 
narem-se condicionadas a planos alimentares personali- 
zados que podem ser onerosos. Outro aspecto é a confi- 
dencialidade e a necessidade de aconselhamento genômico 
nutricional que considera os aspectos biopsicossociais do 
indivíduo. 

Por fim, é importante destacar a necessidade de regu- 
lamentação adequada a respeito de testes genéticos pre- 
ditivos e, especificamente, daqueles de nutrigenética. 
Deve-se pontuar que a bioética é inerente ao comporta- 
mento do ser humano em suas atitudes diárias. Os prin- 
cípios da beneficência, não maleficência, justiça, equida- 
de e autonomia, assim, serão reflexo da boa conduta para 
com o próximo. Para os nutricionistas e demais profis- 


sionais de saúde, continua a prevalecer a seguinte máxi- 
ma: respeitar o indivíduo e preservar a sua dignidade com 
foco na promoção e cuidado à saúde. 
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Rins 99 

RISC 26 

Risco cardiovascular 47 

RNA 
mensageiro 18, 43 
nucleares pequenos 21 
polimerase I 20 
polimerase II 19, 20, 43 
polimerase III 20 
primario 18 
ribossômicos 20 
transportadores 20 

rs 45 

RXR 37, 159 

S 


Sacarose 75 

Saciedade 150, 272, 274 
S-adenosil-homocisteína 64 
S-adenosilmetionina 60, 166 
SAH 64 

SAM 64, 178, 351 

SBP2 199 

SCD-1 153 
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Sec 199 
Secalina 374 
SECIS 199 
Selenato 197 
Selênio 197 
Selénio-metilselenocisteina 197 
Selenito 197 
de hidrogênio 198 
de sódio 201 
Selenocisteina 197 
Selenoenzimas 197 
Selenofosfato sintetase 2 200 
Selenol 197 
Selenometionina 197 
Selenoproteina 197 
15 200 
K 200 
M 200 
P 199 
S 200 
Selenoproteoma 199 
Senescéncia 457 
Senescéncia replicativa 459 
Senilidade 457 
Sensores 
de acidos graxos 253 
de aminoácidos 108 
de nutrientes 245 
Sepse 95 
Sequenciamento 
de nova geração 4 
do DNA 478 
do genoma humano 475 
Sequenciar o genoma humano 511 
SGLT1 76 
SG não celíaca 371 
Síndrome 
da imunodeficiência adquirida (Aids) 
356 
de Down 178 
metabólica 80, 178, 245 
Sintomas 
extraintestinais 372 
gastrintestinais 372 
SIRT 101 
Sirtl 64 
Sistema glutationa/glutationa 388 
Sistema imune 97 
SLC2A2 82 
SLC2A5 82 
SLC30 186 
SLC39 186 
SLC41A1 224 
SMCT-1 119 
SNP 200 
SNP LCT -13910 C>T 367 
SNP LCT -22018 G>A 367 
SOD 233 
SOD1 185 
SOD3 185 
Southern blotting 475 
Spliceosoma 21 
Splicing 6, 7, 21, 43 
SRA 152 
SR-BI 152 
SREBP-2 148 
STAT 347 
Stop códons 43 


Sub-relato 504 

Substrato do receptor de insulina 77 

Substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) 246, 
293, 425 

Sulfirredoxinas 388 

SUMOilação 25 

Superóxido dismutase (CuZn-SOD, Mn-SOD) 
388 

Superóxido dismutase (SOD) 39, 185, 191 


T 


TAK-1 249 
Taql 283 
TATA box 19 
TCF7L2 303 
Tecido adiposo 78, 153 
branco 301 
subcutâneo 78 
visceral 78 
Tecnologias ômicas 489 
Teoria do parentesco 411 
Termogênese 266 
Testes 
de tolerância à frutose 84 
de nutrigenética 516 
genéticos 511 
genéticos preditivos 516 
preditivos 511 
vendidos diretamente ao consumidor 
519 
Tet3 412 
Tetra-hidrofolato 65 
Tiamina (Bl) 166 
Timidina 166 
Timina 17, 43 
Tiorredoxina redutases (TrxR) 199 
Tiorredoxina/tiorredoxina redutase 388 
Tirosol 38 
TLR-2 238 
TLR-4 238 
TLR4 237, 246, 274 
TNF-alfa 49, 121, 149, 153, 230, 245, 249, 250, 
295, 347 
Tocoferdis 388 
Tocotriendis 388 
TOF 494 
Tradução 16, 43 
TRAF-6 249 
Transceptores 107 
Transcrição 16, 43 
Transcrição reversa 477 
Transcriptase reversa 478 
Transcriptômica 475 
Transcrito regulado por cocaína e anfetamina 
(CART) 151 
Transcritos 16 
Transição epitélio-mesênquima 339 
Transient receptor potential melastatin 220 
Translocação bacteriana 360 
Translocase de ácidos graxos (FAT/CD36) 432 
Transportador (es) 
1 de aminoácidos do tipo L (LAT1) 107 
2 de aminoácidos neutro ligado ao Na+ 
(SNAT2) 107 
de glicose 76, 256 
de glicose 4 (GLUT4) 416, 424 
de glicose do tipo 4 (Glut4) 292 


de magnésio 222 
de magnésio SLC41A1 224 
de metal divalente (DMT-1 208 
cassete de ligação de ATP subfamília G 
312 
Transporte 
ativo 76 
reverso de colesterol 152 
Transposons 57 
Transtirretina 160 
Tratamento antirretroviral 357 
Treinamento físico 423, 444 
Triacilgliceróis 78, 310 
Tributirina 121 
Trigo 374 
Trithorax 61 
TRPM 220, 222, 223 
TRPM2/8 222 
TRPM4/5 222 
TRPM6 220, 222, 223 
TRPM6/7 222 
TRPM7 220, 222 
tTG 375 


U 


Ubiquinação 25 

UPLC 491 

UPLC-MS 491 

UPR 149 

Usdas Automated Multi-Pass Method 505 


vV 


Variabilidade 
genética 41 
intrapessoal 505 
Variações de números de cópias (CNV) 41 
VCAM-1 38, 152, 253 
VDR 34, 37, 348 
Via 
da remetilação 333 
da transulfuração 333 
da ubiquitina-proteassoma 431 
glicolítica 76 
de sinalização celular e expressão gênica 
399 
Vírus da imunodeficiência humana (HIV) 356 
Vitamina (s) 
A 34,159 
B12 333, 377 
C 388 
D 34, 280, 347, 361, 436 
E 388, 393 
do complexo B 166 
VNTR 44 


W 


WCR/AICR 340 
Western blotting 476 


Zinco 185, 212 
ZIP 186 
ZnT 186 


A publicação da sequência completa do genoma humano, em 2003, promoveu 
impactos em diversas áreas do conhecimento, inclusive na Nutrição. 


Os estudos de genética humana, de expressão gênica, de nutrigenômica, de nutrige- 
nética e de epigenética estão revolucionando o conhecimento atual ao demonstrar 
a importância da relação dos nossos genes com a alimentação e seus efeitos na 
saúde. 


Organizado por pesquisadores com vasta experiência em Genômica nutricional e 
contando com a participação de renomados pesquisadores brasileiros e estrangei- 
ros desta área, esses temas temas são contemplados neste livro — a primeira obra 
brasileira sobre o assunto — de forma clara e com linguagem didática, que aborda, 
entre outros temas: 


e Conceitos básicos de genética humana, incluindo aspectos históricos, princípios 
básicos da genética de populações e genética da população brasileira, além de 
aspectos relativos à expressão gênica. 


e Fundamentos da nutrigenômica, da nutrigenética e da epigenômica nutricional. 


e Papel de nutrientes e de CBA na regulação da expressão gênica, bem comio os 
mecanismos envolvidos na modulação desse processo. 


e Importância darelação entre nutrientes, genômica nutricionaLe'o binômio saúde- 
-doença, com relatos acerca de aspectos da epidemiologiere da fisiopatologia das 
doenças, e também as associações entre os polimorfismos de nucléotideo único,-dis 
doenças.e os aspectos nutricionais. 


- 


e-Resumo dos avanços e perspectivas na área, > 


Cada capítulo foi pensado para atender às necessidades de estudantes de gradu- 
ação e de pós-graduação e daqueles que tenham interesse em se aprofundar no 
campo da genômica nutricional. 


Dessa forma, Genômica nutricional: dos fundamentos à nutrição molecular torna-se 
essencial para o melhor entendimento de uma ciência atual e multidisciplinar, cuja 
visibilidade-e importância vêm se ampliando ao longo dos últimos anos. 


Manole 


